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1 UVOD 
V začetku 21. stoletja so fosilni viri postali vprašljivi z vidika trajnostnega razvoja, kar je 
privedlo k iskanju alternativnih rešitev, predvsem pogonskih goriv (Galbe in Zacchi, 
2007). Med najbolj obetavnimi gorivi je bioetanol in se že uporablja v številnih državah. V 
Evropski skupnosti ni dovolj obdelovalnih površin tako za prehrano kot tudi za 
pridobivanje bioetanola iz koruze, zato se stremi k drugačnim rešitvam. Druga generacija 
pridobivanja bioetanola temelji na produkciji iz lignoceluloznih substratov, ki jih je dovolj 
predvsem zaradi odpadkov lesne in agro-živilske industrije. Taki substrati pa poleg 
glukoze vsebujejo veliko pentoznih sladkorjev (Naik in sod., 2010).  
 
Kvasovka S. cerevisiae je odličen producent bioetanola in je daleč najbolj razširjen 
mikroorganizem pri industrijski fermentaciji heksoz, vendar ni sposobna fermentativne 
razgradnje pentoznih sladkorjev. Zagotavlja pa visok donos in produktivnost, prav tako pa 
je tudi odporna proti visokim koncentracijam etanola, zato jo je smiselno uporabljati v 
metabolnem inženirstvu za pridobivanje bioetanola druge generacije iz lignoceluloznih 
materialov. Eden izmed glavnih izzivov metabolnega inženiringa je konstrukcija takih 
sevov kvasovk, ki bi bile sposobne pretvarjanja hidrolizatov rastlinske biomase v bioetanol 
(Olsson in Hahn-Hägerdal, 1996). 
 
Razgradnja pentoznih sladkorjev bi pomenila tudi možnost pridobivanja ostalih 
fermentativnih produktov, ki so pomembni v industriji. Eden takih je višji aromatski 
alkohol 2-feniletanol, ki ima vrtnici podoben vonj in je najpogosteje uporabljena dišava pri 
izdelavi kozmetike in parfumov ter prav tako pomembna surovina v prehranski industriji ( 
Etschmann in sod., 2002). Biotehnološka proizvodnja tovrstnih dišav ima pred kemijsko 
proizvodnjo čedalje višjo tržno vrednost, kar pomeni velik potencial za iskanje 
alternativnih proizvodnih rešitev (Krings in Berger, 1998). 
 OPREDELITEV PROBLEMA 
Za pospešen (dereguliran) metabolni pretok preko glikolize pri humanih tumorskih celicah, 
ki izločajo laktat in pri glivi Aspergillus niger, ki izloča citronsko kislino, je odgovorna 
posttranslacijska modifikacija 6-fosfofrukto-1-kinaze (PFK1). Ta encim predstavlja najbolj 
kompleksen alosteričen regulatorni mehanizem glikolize. Med posttranslacijsko 
modifikacijo Pfk1 pride do odcepitve C-terminalnega dela molekule, preostanek, ki ohrani 
encimsko aktivnost pa ima spremenjeno encimsko kinetiko. Kratek 49 kDa fragment Pfk1, 
ki nastane iz 85 kDa izvornega encima, je bolj dovzeten za aktivacijo z efektorji kot 
izvorni protein, predvsem pa odporen za inhibicijo povratne zveze s citratom in ATP-jem 
(Šmerc in sod., 2011). 
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Visoko aktivni kratki fragmenti Pfk lahko v celicah nastajajo tudi sami, in sicer po vnosu 
skrajšanega gena PFK. Vnos takšnega modificiranega gena v glivo A. niger je povzročil 
pospešitev primarnega metabolizma in povečano produkcijo citronske kisline. Zaradi 
možnosti povečanja primarnega metabolizma tudi pri drugih komercialnih 
mikroorganizmih, so uporabo modificiranega gena PFK patentno zaščitili (Legiša in sod., 
2015). 
 CILJI NALOGE 
Namen naloge je preizkusiti vnos heterolognega skrajšanega gena mtPFKA v sev kvasovke 
S. cerevisiae, ki ima izbite lastne gene PFK. V istem sevu kvasovke nameravamo 
preizkusiti tudi modificirane gene PFK drugih organizmov. Testiranje rasti 
transformacijskih celic kvasvke S. cerevisiae z vnesenimi geni nPFKM in sfPFKM na 
fermentativno rast v gojiščih s pentoznimi sladkorji.  
 DELOVNE HIPOTEZE 
- Predvidevamo, da bomo s pripravo modificiranih genov PFK drugih organizmov po 
vnosu  le-teh v kvasovko pod kontrolo primernega promotorja, dobili visoko aktivne kratke 
fragmente Pfk. 
 
- Transformirane celice, ki bodo nosile zapis za različne modificirane encime Pfk, bodo v 
anaerobnih pogojih hitreje izločale etanol ali druge metabolite kot pa transformirane celice 
z izvornimi encimi Pfk ter tudi hitreje kot nespremenjene. 
 
- Celice z vnesenimi kratkimi fragmenti Pfk-M bodo za razliko od celic z izvornimi 
fragmenti Pfk-M sposobne fermentativne rasti na pentoznih sladkorjih 
  
Dragan M. Anaerobna ... bioetanola s transformantami kvasovke Saccharomyces cerevisiae ... genom PFK1. 3 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
2 PREGLED OBJAV 
 BIOETANOL 
Industrijski razvoj v 20. stoletju je temeljil na uporabi petrokemijske industrije (Maris in 
sod., 2006), kasneje v 21. stoletju pa fosilna goriva vse manj zaželjeni zaradi njihovega 
neugodnega ekonomskega, ekološkega in okolijskega statusa. Fosilna goriva namreč 
prispevajo velik delež k dviganju koncentracije ogljikovega dioksida (CO2) v ozračju, ki je 
neposredno povezan z globalnim segrevanjem v zadnjih desetletjih (Stevens in Verhé, 
2004).  
 
Biogoriva, pridobljena iz obnovljivih virov, kot so na primer rastlinski odpadni materiali, 
lahko pripomorejo k znižanju uporabe fosilnih goriv in izpustu CO2 (Stevens in Verhé, 
2004). V prihodnjih desetletjih lahko pričakujemo izjemno povečanje proizvodnih 
kapacitet biogoriv, od katerih prednjači bioetanol (Bai in sod., 2008). V transportnem 
sektorju bo bioetanol prevladujoč med obnovljivimi viri in je že sedaj uporabljen v 
velikem obsegu v Braziliji in ZDA (Galbe in Zacchi, 2007). Proizvodnja bioetanola mora 
biti cenovno dovolj dostopna, da lahko vstopa na trg po konkurenčnih cenah. Taka 
proizvodnja je trenutno  mogoča le z uporabo surovin, ki vsebujejo dovolj sladkorja ali 
škroba, vendar pa se te surovine uporabljajo tudi za prehrano ljudi in živali. Skupaj s težnjo 
zmanjšanja emisij bo potreba po cenovno dostopnih drugačnih materialih oziroma 
substratih čedalje višja (Farrel in sod., 2006). Glede na surovine, iz katerih pridobivamo 
bioetanol, ločimo prvo in drugo generacijo bioetanola  (Naik in sod., 2010).  
 Bioetanol prve generacije 
Bioetanol prve generacije pridobivamo iz rastlin z visoko vsebnostjo škroba ali drugega 
sladkorja. Rastlini z visoko vsebnostjo sta sladkorni trst in sladkorna pesa. Slednja se za te 
namene uporablja v Evropi, medtem ko se bioetanol iz sladkornega trsta pridobiva na 
Karibih in v Braziliji. Uporabljene rastline z visoko vsebnostjo škroba pa so žita, med 
katerimi se največ uporablja koruza. Bioetanol za pogonska goriva se iz teh virov 
pridobiva predvsem v ZDA, kjer predstavlja večinski delež svetovne proizvodnje 
bioteanola (Lennartsson in sod., 2014). Goriva, pridobljena na ta način, ponujajo manjši 
izpust CO2 in večjo samooskrbo. Največja pomanjkljivost pri tem načinu je koriščenje istih 
pridelovalnih površin kot za prehrano ljudi ter vpliv na biološko raznolikost (Naik in sod., 
2010).  
 Bioetanol druge generacije 
Lignocelulozne surovine predstavljajo osnovo za drugo generacijo pridobivanja bioetanola 
(Naik in sod., 2010). Med take surovine spadajo predvsem odpadki lesnih in agroživilskih 
industrij, komunalni odpadki in hitrorastoče zeljnate in olesenele rastline, kot sta proso in 
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vrba (Lin in Tanaka, 2006). Žal industrijski sevi S. cerevisiae ne morejo izkoriščati 
pentoznih sladkorjev, zato je proizvodnja druge generacije biogoriv stroškovno bolj 
potratna, vendar pa bo to potrebno spremeniti, da se bo njihov potencial lahko v celoti 
izkoristil (Naik in sod., 2010). 
 VLOGA KVASOVKE S. cerevisiae ZA PRODUKCIJO BIOETANOLA 
Svetovna produkcija celokupne biomase znaša okoli 200 milijard ton na leto, od katerih 
več kot 90 % predstavljajo lignocelulozni materiali. Ocenjujejo, da je 8 do 20 milijard ton 
lignoceluloze lokalno dostopne za neposredno koriščenje brez visokih kapitalskih naložb 
(Lin in Tanaka, 2006). Organizem za proizvodnjo bioetanola iz teh substratov mora 
učinkovito porabljati vodo in biti odporen za zaviralce rasti, hkrati pa mora imeti visoko 
hitrost rasti in visok izkoristek produkcije (Wingren in sod., 2003).  
 
Med hidrolizo lignoceluloznih materialov se v substrat izločajo različne spojine (predvsem 
alifatske kisline in furfural), ki inhibirajo rast mikroorganizmov. Pridobljen substrat po 
hidrolizi lignoceluloznih materialov vsebuje mešanico heksoz in pentoz, le učinkovita 
fermentacija le-teh pa je ključna za dosego visokih izkoristkov proizvodnje bioetanola 
(Larsson in sod., 1999). Larsson in sodelavci (1999) so spremljali rast in produkcijo 
bioetanola s pomočjo kvasovke S. cerevisiae na hidroliziranih lignoceluloznih materialih, 
kjer so ugotovili manjšo občutljivost kvasovke za nizko vodno aktivnost in inhibitorje v 
lignoceluloznih substratih, v primerjavi z ostalimi mikroorganizmi. 
 
Pri industrijski fermentaciji heksoz (galaktoze, manoze in glukoze) je kvasovka S. 
cerevisiae daleč najbolj učinkovit mikroorganizem, saj zagotavlja visok donos in 
produktivnost. Destilacija je energetsko potraten proces, zato so zaželeni organizmi, ki 
lahko fermentirajo visoke koncentracije substratov do visokih koncentracij etanola v 
gojišču. Kvasovka S. cerevisiae ima med mikroorganizmi najvišjo toleranco na etanol, kar 
je rezultat tisočletnih optimizacij  na učinkovito izrabo heksoz v naravnem okolju (Olsson 
in Hahn-Hägerdal, 1996). Pivsko kvasovko tradicionalno uporabljajo že tisočletja, zato 
imamo na voljo dobro poznane in prilagojene seve za produkcijo etanola, izkoristki takih 
sevov pa lahko dosegajo celo 90 do 95 % teoretičnih izkoristkov (Hahn-Hägerdal in sod., 
2007).  
 
Pentoze lahko fermentirajo nekatere bakterije, kvasovke in filamentozne glive. Anaerobne 
bakterije rodu Escherichia in Zymomonas za proizvodnjo bioetanola niso najbolj primerne, 
saj so lahko preveč občutljive na inhibitorje ali pa na visoko koncentracijo sladkorjev in 
etanola. Prav tako so pri tovrstni aplikaciji za okužbe bolj dovzetne, saj rastejo pri alkalnih 
pH vrednostih. Poleg tega bakterije ne izločajo le etanola temveč tudi druge bio-produkte. 
Nekatere nitaste glive rodu Aspergillus in Rhizopus so sicer tolerantne na inhibitorje in 
visoke koncentracije substratov ter fermentirajo pentoze. Orodja molekularne biologije in 
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industrijski procesi za njihovo izrabo pa so tudi dobro poznani predvsem zaradi njihove 
uporabe v farmacevtski industriji pri produkciji antibiotikov. Vendar pa slaba odpornost  
filamentoznih gliv za visoke koncentracije etanola omejuje njihovo uporabo v industrijski 
proizvodnji etanola. Med kvasovkami, ki lahko rastejo na pentozah, pa je le okoli en 
odstotek takih, ki ksilozo fermentirajo v etanol (Hahn-Hägerdal in sod., 2007). 
 
Kvasovka S. cerevisiae ima vse potrebne encime za asimilacijo in fermentacijo pentoz, 
vendar jih ne more koristno uporabiti. Zaradi njenih lastnosti je kvasovki smiselno dodati 
sposobnost fermentacije pentoz s pomočjo metabolnega inženirstva. Inženirske strategije 
temeljijo na metabolnih poteh, prisotnih v mikroorganizmih, ki naravno rastejo in 
fermentirajo pentoze (Olsson in Hahn-Hägerdal, 1996). 
 PENTOZNI SLADKORJI 
Najpogostejši monosaharidi v lignoceluloznih substratih so glukoza, ksiloza in arabinoza, v 
nižjih koncentracijah pa so prisotni še galaktoza, manoza, ksiluloza, luksoza, riboza, 
ramnoza in ribuloza – povzeto v Preglednica 1 (Hamelinck in sod., 2005). V surovinah, kot 
so lesni odpadki in slama, je delež pentoz do 35 % vseh ogljikovih hidratov (Demeke in 
sod., 2013). Pomembni monosaharidi v rastlinski biomasi so tako pentoze, ki jih divji sevi 
kvasovk S. cerevisiae ne morejo fermentirati v etanol (Maris in sod., 2006). V večini 
lignoceluloznih substratov je veliko več ksiloze kot arabinoze, vendar se relativni delež 
obeh sladkorjev v posameznih substratih razlikuje. Koruzni listi, na primer, vsebujejo 19 % 
ksilana in le 3 % arabinana, otrobi pa 19 % ksilana (ksilan se hidrolizira do ksiloze, 
arabinan do arabinoze) in 15 % arabinana (Margeot in sod., 2009). Zaradi mešanja 
lignoceluloznih materialov,  je pri industrijski proizvodnji bioetanola torej pomembno, da 
imamo tak mikroorganizem, ki je sposoben presnavljati glukozo, ksilozo in arabinozo, kar 
pa bi lahko zagotovili z ustreznim metabolnim inženiringom kvasovke S. cerevisiae 
(Laluce in sod., 2012).  
Preglednica 1: Sestava nekaterih lignoceluloznih materialov (prirejeno po Hamelinck in sod., 2005: 387) 
Surovina/Delež [%] Robinija Topol Evkaliptus Bor Proso 
Celuloza 












- Ksilan 5C 
- Arabinan 5C 
- Galaktan 6C 


























Lignin 26,70 26,44 27,71 27,67 18,13 
Pepel 2,15 1,71 1,26 0,32 5,95 
Kisline 4,57 1,48 4,19 2,67 1,21 
Druge organske spojine 7,31 7,12 4,27 2,88 17,54 
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 Vnos D-ksiloze in L-arabinoze v celico 
V kvasovki S. cerevisiae transport glukoze poteka preko prenašalcev z nizko ali visoko 
afiniteto. Prenašalci z nizko afiniteto so aktivni, ko je v gojišču visoka koncentracija 
glukoze, medtem ko so prenašalci z visoko afiniteto aktivni, ko je v gojišču nizka 
koncentracija glukoze. Kinetične študije so pokazale, da je prenos ksiloze in arabinoze v 
celico aktiven čeprav jih kvasovka ne presnavlja. Prenos teh dveh sladkorjev v celico 
poteka preko enakih prenašalcev kot pri glukozi. Vsrkanje pentoz v celico je nizko, vendar 
narašča z nižanjem koncentracije glukoze v gojišču. Za izboljšanje vnosa pentoz v S. 
cerevisiae, so v kvasovko vstavili gene za transporterje iz drugih kvasovk Candide 
intermedie ali Pichie stipitis ter tako izboljšali prevzem pentoz v celice (Laluce in sod., 
2012). 
 Metabolizem D-ksiloze 
V bakterijski celici se D-ksiloza s pomočjo encima ksiloza izomeraza (XI) pretvori v D-
ksilulozo. V nadaljnjo reakcijo s ksilokinazo (XK) vstopa adenozin trifosfat (ATP), pri 
čemer se na D-ksilulozo veže fosfat in nastane D-ksiluloza-5-fosfat, ki se nato po pentoza 
fosfatni poti, na mestu fruktoze-6-fosfata in gliceraldehid-3-fosfata, vključi v glikolizo 
(Hahn-Hägerdal in sod., 2007). Pri nekaterih kvasovkah so odkrili podobno metabolno pot, 
ki pa je nekoliko bolj kompleksna (Sonderegger in sod., 2004). Vključene so oksidacijsko-
redukcijske reakcije, s kofaktorji nikotinamid adenin dinukleotid fosfat – NADP+, ki kot 
akceptorji ali donorji elektronov ohranjajo redoks ravnotežje v celici. D-ksiloza se reducira 
s pomočjo  encima ksiloza reduktaza (XR) do ksilitola, pri čemer se porabi NADPH ter 
nastane NADP+. Ksilitol se nadaljnje oksidira do D-ksiluloze z encimom ksilitol 
dehidrogenaza (XDH), pri čemer se porabi nikotinamid adenin dinukleotid (NAD+) ter 
nastane njegova reducirana oblika (NADH) (Bruinenberg in sod., 1984). 
 
Tako kot pri bakterijah, se D-ksiluloza z encimom ksilokinazo (XK) pretvori v ksiluloza-5-
fosfat, ki se preko pentoza fosfatne poti vključi v glikolizo. Kljub temu, da kvasovka S. 
cerevisiae ne presnavlja ksiloze, ima za njeno razgradnjo vse potrebne encime, vendar je 
njihovo izražanje za rast prenizko (Hahn-Hägerdal in sod., 2007). 
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Slika 1: Encimi, ki so potrebni za asimilacijo D-ksiloze, so prisotni v divjih tipih kvasovk S. cerevisiae 
(Hahn-Hägerdal in sod., 2007: 158) 
 Metabolizem L-arabinoze 
Nekatere kvasovke reducirajo L-arabinozo v L-arabinitol s pomočjo  encima ksiloza/aldoza 
reduktaza, pri čemer se porabi NADPH, nastane pa NADP+. Encim L-arabinitol 4-
dehidrogenaza pretvori L-arabinitol v L-ksilulozo, pri čemer  se NAD+ reducira do 
NADH. L-ksiluloza se pretvori do ksilitola z encimom D-ksiluloza reduktazo, pri čemer se 
porabi NADPH ter nastane NADP+. Nadaljna presnova ksilitola poteka po enaki poti kot 
pri presnovi ksiloze. Pri mnogih bakterijah, med drugimi tudi pri bakteriji Escherichia coli,  
pa presnova L-arabinoze poteka po drugačni poti. L-arabinoza se vključi v metabolizem 
preko L-arabinoze 4-epimeraze, pri čemer nastane L-ribuloza. Le-ta se z encimom L-
ribulokinazo pretvori v L-ribuloza-5-fosfat, pri čemer se porabi ATP. L-ribuloza-5-fosfat 
se z encimom L-ribuloza-5-fosfat 4-epimerazo pretvori v D-ksiluloza-5-fosfat, ki se enako 
kot pri presnovi ksiloze, preko pentoza fosfatne poti, vključi v glikolizo. Bakterijsko pot 
presnove je torej smiselno vključiti v kvasovko zaradi bolj enostavnega metabolnega 
inženiringa (Hahn-Hägerdal in sod., 2007). 
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Slika 2: Metabolni poti L-arabinoze in D-ksiloze (Maris in sod., 2006: 399) 
 Metabolni inženiring kvasovke S. cerevisiae za presnovo D-ksiloze in L-
arabinoze 
Le nekatere kvasovke, ki rastejo na pentoznih sladkorjih, lahko le-te fermentirajo do 
etanola (Maris in sod., 2006). Opazili so, da večina kvasovk, ki presnavljajo ksilozo, 
producira velike količine ksilitola, ki se ne presnovi do etanola. Ker kvasovka S. cerevisiae 
lahko presnavlja D-ksilulozo in so pri dodatku zunajceličnega encima XI dosegli rast 
kvasovke na ksilozi, so menili, da bi bila heterologno izražanje gena za ta encim najboljša 
rešitev za rast kvasovke. Kljub visoki aktivnosti encima XI v kvasovki S. cerevisiae pa so 
dosegli  zelo počasno rast. Presnova ksiloze do ksiluloze preko encima XI torej ni dovolj 
za uspešno rast kvasovke na ksilozi, ampak je potrebna še višja aktivnost gena XY1 za 
encim XR  in gena XY2 za encim XDH, da začetna presnova D-ksiloze preko ksilitola in 
D-ksiluloze nemoteno poteka do D-ksiluloze-5-fosfat. Vsi geni pa izvirajo iz kvasovke 
Pichia stipitis, ki lahko fermentira ksilozo (Hahn-Hägerdal in sod., 2007). 
 
Pentoza fosfatna pot (PPP) je pomembna za produkcijo ribuloze-5-fosfat, eritroze-4-fosfat 
(E4P) in NADPH, ki omogočajo biosintezo in rast celic. Aktivnost PPP je ključna pri 
presnovi pentoz, saj preko ne-oksidativnega dela PPP poteka metabolni tok do centralnega 
metabolizma. Divji sevi kvasovk S. cerevisiae rastejo na heksozah, zato je metabolni tok 
pentoza fosfatne poti precej nižji kot pri kvasovkah, ki za rast uporabljajo tudi pentoze. Za 
učinkovito rast kvasovk na ksilozi je poleg že opisanih sprememb pri pretvorbi ksiloze do 
ksiluloze, potrebna tudi povečano izražanje štirih ključnih genov za encime v pentoza 
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fosfatni poti: transketolaza, transaldolaza, ribuloza-5-fosfat 4-epimeraza in ribulokinaza 
(Hahn-Hägerdal in sod., 2007). 
 
Za uspešno rast kvasovk S. cerevisiae na L-arabinozi je v le-to potrebno vstaviti gene za 
bakterijsko pot presnove. V kvasovko so iz mlečnokislinske bakterije Lactobacillus 
plantarum, vstavili gen ARAA, ki kodira L-arabinoza izomerazo, gen ARAB, ki kodira L-
ribulokinazo in gen ARAD, ki kodira L-ribuloza-5-fosfat 4-epimerazo. Potrebno je še višje 
izražanje gena GAL2, ki kodira galaktoza permeazo, in  je dodaten transporter L-arabinoze 
v celico. Tako kot pri metabolnemu inženiringu presnove D-ksiloze, so potrebne enake 
spremembe v PPP tudi pri presnovi L-arabinoze (Hahn-Hägerdal in sod., 2007). 
 
Kljub omenjenemu napredku v kvasovki S. cerevisiae, pa ti sevi niso primerni za prenos v 
industrijsko merilo, saj je raven fermentacije v primerjavi z glukozo prenizka za 
ekonomičnost procesa (Matsushika in sod., 2009). 
 METABOLIZEM KVASOVKE S. cerevisiae 
V naravnem okolju kvasovke S. cerevisiae prihaja do stalnih nihanj v dostopnosti hranil. 
Celice se morajo hitro prilagajati tem spremembam, da pridobijo dovolj energije in 
preživijo (Diaz-Ruiz in sod., 2009). Razpon sladkorjev, na katerih kvasovke lahko rastejo, 
se močno razlikuje med vrstami kvasovk. Kljub temu pa vse do sedaj testirane vrste lahko 
uporabljajo glukozo kot vir ogljika (Pronk in sod., 1996). V okolju z veliko glukoze je pri 
S. cerevisiae fermentacija glavna metabolna pot pridobivanja energije, medtem ko je pri 
ne-fermentativnih hranilih kot so glicerol, etanol, laktat ali acetat ta pot oksidativna 
fosforilacija. Glukoza je prednostni vir ogljika ne glede na prisotnost kisika in drugih 
sladkorjev. Rast pri fermentaciji je celo višja od oksidativne rasti. Če pri aerobni rasti v 
gojišče dodamo glukozo, se kvasovka nemudoma odzove, tako da zavre respiracijo in 
pospeši glikolizo ter pri tem producira etanol. Temu pravimo Crabtreejev efekt (Diaz-Ruiz 
in sod., 2009).  
 Crabtreejev efekt 
Represijo encimov v dihalni verigi v prisotnosti kisika in sladkorja (vir ogljika), poznamo 
kot Crabtreejev efekt. Kvasne celice ob pravih pogojih vršijo alkoholno fermentacijo kljub 
prisotnosti kisika. De Deken (1966) je opazoval sintezo citokromov a, b in c pri celicah, ki 
so rasle na visoki koncentraciji glukoze. Opazil je, da je raven citokroma v teh celicah 
veliko nižja kot v celicah, ki so rasle na galaktozi. Díaz-Ruiz in sodelavci (2008) pa so 
izolirali mitohondrije iz kvasovk z ali brez Crabtreejevega efekta, pri čemer so ugotovili, 
da višja koncentracija glukoze-6-fosfata in fruktoze-6-fosfata v mitohondrijih pospeši 
respiratorni tok, medtem ko je le-ta močno inhibiran s fruktoza 1,6-bifosfatom (FBP). 
Nanjo so namreč dovzetne samo kvasovke, ki so sledijo Crabtreejevemu efektu. Potrdili 
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so, da je povečana koncentracija substrata FBP glavni regulatorni mehanizem za inhibicijo 
oksidativne fosforilacije. Enak mehanizem so zaznali tudi v izolatu podganjih jetrnih 
celicah, kar pomeni, da je razširjen tudi v sesalskih celicah (Diaz-Ruiz in sod., 2008). 
 
Podoben pojav (Warburgov efekt) so zaznali tudi v rakastih celicah, saj le te pri hitri delitvi 
inhibirajo encimi v dihalni verigi in pridobivajo celično energijo le z aerobno glikolizo 
(Vander Heidenin sod., 2009). 
 Pasteurjev efekt 
Represijo alkoholne fermentacije ob prisotnosti kisika imenujemo Pasteurjev efekt, ki je 
značilen za vse fakultativne anaerobne kvasovke, ki ne sledijo Crabtreejevemu efektu. 
Kljub temu da S. cerevisiae sledi Crabtreejevemu efektu, do Pasteurjevega efekta pride le 
pri počasni rasti. Do upočasnitve rasti pogosto pride, ko so enostavni sladkorji že 
fermentirani in so v gojišču na voljo sestavljeni sladkorji, presnova le-teh pa upočasni rast 
(Pronk in sod., 1996). De Deken (1966) je opazoval rast celic na glukozi, fruktozi, manozi 
in galaktozi, pri čemer je pokazal, da je hitrost rasti kvasovk na vseh substratih podobna. 
Hitrost fermentacije se pri galaktozi močno zmanjša v primerjavi s hitrostjo na  glukozi, 
vendar se na ta račun močno poveča hitrost respiracije. Pasteurjev efekt tako kvasovki 
omogoča eksponentno rast na sestavljenih sladkorjih. 
 Centralni metabolizem 
Glikoliza je osrednji mehanizem preko katere poteka presnova ogljikovih hidratov,  pri tem 
pa se sprošča celična energija v obliki ATP. Preko encimskih reakcij se ena molekula 
glukoze pretvori v 2 molekuli piruvata, nastaneta pa dve molekuli ATP in 2 molekuli 
NADH. Hitrost presnove preko glikolize je uravnavana s tremi regulatornimi encimi in 
sicer s heksokinazo (HK), fosfofruktokinazo (PFK) in piruvat kinazo (PK). Le ti 
katalizirajo nepovratne reakcije v glikolizi, hitro rast celic pa povezujemo z njihovim 
povečanim izražanjem (Diaz-Ruiz in sod., 2009). 
 
Vsi organizmi, ki presnavljajo ogljikove hidrate, z glikolizo presnavljajo glukozo do 
piruvata. Mikrobna raznolikost je posledica nadaljnje presnove piruvata do končnih 
molekul. Pri fermentaciji se piruvat lahko pretvori v množico spojin, pri popolni respiraciji 
pa se piruvat preko TCA cikla presnovi do ogljikovega dioksida in vode. Pri kvasovkah, ki 
uporabljajo alkoholno fermentacijsko pot razgradnje ogljikovih hidratov, sta etanol in 
ogljikov dioksid glavna fermentacijska produkta. Občasno višje izločanje glicerola 
pripisujemo re-oksidaciji NADH, ki nastaja med anaerobno rastjo in ga neposredno ne 
povezujemo z razgradnjo ogljikovih hidratov. Poleg etanola in glicerola kvasovke izločajo 
tudi ostale bio-produkte, kot so organske kisline, D-laktat, estri in aldehidi, vendar so le-ti, 
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v primerjavi z izločanjem etanola, za nekaj velikostnih razredov nižji (Pronk in sod., 
1996).  
 
Slika 3: Metabolna pot fermentacije etanola pri S.cerevisiae (Bai in sod., 2008). 
 NADH/NADPH razmerje 
Vzdrževanje redoks potenciala v celicah je ključno za vzdrževanje metabolizma in rasti pri 
vseh organizmih, slednji pa je določen predvsem z NADH/NADPH razmerjem v celicah. 
V kvasovki S. cerevisiae poteka preko 200 reakcij, pri katerih se uporabljajo oz. nastajajo 
ti kofaktorji, največji delež le-teh pa nastaja pri glikolizi in Krebsovem ciklu (Förster in 
sod., 2003). NADH kompleks je vključen predvsem v katabolnih reakcijah kot sta 
fermentacija in respiracija, medtem ko je NADPH kompleks vključen predvsem v 
anabolne reakcije izgradnje večjih molekul. Razmerje med obema določa razmerje med 
katabolnimi in anabolnimi reakcijami v celici, pravo razmerje pa je ključno za dosego 
optimalne rasti celic (Larsson in sod., 1998).  
 
Pri pospešeni glikolizi nastajajo molekule NADH, ki se morajo re-oksidirati, da lahko 
glikoliza nemoteno poteka. Re-oksidacija NADH pri fermentaciji poteka preko 
acetaldehida do etanola. V primeru da te reakcije ne zadostijo  potreb celice, se v 
mitohondriju preko TCA cikla NADH re-oksidira do NAD+, vendar je zato potreben kisik 
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(Pronk in sod., 1996). Tako se v striktno anaerobnih pogojih, ko re-oksidacija preko 
acetaldehida ni dovolj, vključi dodaten mehanizem, pri čemer je stranski produkt glicerol 
(Larsson in sod., 1998).  
 
Pri sintezi nukleinskih kislin, lipidov in večine aminokislin pa celice potrebujejo velike 
količine NADPH. Poraba NADPH je tudi močno odvisna od vira ogljika, ki ga imajo na 
voljo, ravno pri presnovi pentoz pa mikroorganizmi porabijo NADPH , saj ta sodeluje pri  
redukciji ksiloze do ksilitola (Bruinenberg in sod., 1983). 
 
V kvasovki S. cerevisiae redukcija NADP+ do NADPH poteka po pentoza fosfatni poti 
preko glukoze-6-fosfat, vendar ta ne zadosti potrebam celic pri hitri aerobni rasti. 
(Bruinenberg in sod., 1983). Pri pomankanju NADPH v S. cerevisiae se vključi dodatni 
mehanizem, kjer se acetaldehid presnovi do acetata, pri tem pa nastaja NADPH (Ferreira in 
sod., 2004). Številne evkariontske celice imajo dodaten mehanizem pridobivanja NADPH, 
in sicer z NADP+ povezanim encimom malat dehidrogenazo (malični encim) v citosolu, 
vendar pa tega kvasovke nimajo (Bruinenberg in sod., 1983). 
 
Slika 4: Poenostavljen shematski prikaz re-oksidacijskih poti NADH in NADPH v kvasovki S. cerevisiae. 
Slika prikazuje le del centralnega metabolizma (Ferreira in sod., 2004: 160). 
 Malični encim 
Najpomembnejši faktor rasti pri rakastih celicah je poleg glukoze glutamin. Glutamin je 
dober reducent v mitohondrijih, njegova oksidacija pa tu poteka veliko hitreje kot pri 
drugih aminokislinah. Glutamin je v serumu sesalcev koncentracijsko najbolj zastopana 
aminokislina, njegovo oksidacijsko aktivnost pa lahko linearno povežemo s celično rastjo 
in stopnjo malignosti (Moreadith in Lehninger, 1984). Sprememba v izrabi substrata za 
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pridobivanje energije je povezana z napredovano rastjo tumorja. Sauer in sodelavci (1980) 
so pokazali, da je visoka rast tumorja neposredno povezana s povečanjem aktivnosti 
NADP+ maličnega encima. 
 
Malični encim katalizira oksidativno dekarboksilacijo malata, pri čemer se tvori piruvat, in 
CO2  ob redukciji NAD+ ali NADP+. V sesalskih celicah so prisotne tri različne oblike 
maličnega encima. V citosolu je prisotna le taka oblika, ki reducira NADP+ do NADPH, 
medtem ko je v mitohondriju prisotna tudi oblika, ki reducira NAD+ do NADH (Sauer in 
Dauchy, 1978). Sesalske celice vsebujejo tudi encim transhidrogenazo, ki katalizira 
pretvorbo NADP+ in NADH v NADPH in NAD+ in glede na potrebe celic izboljšuje 
razmerje NADH/NADPH (Moreira dos Santos in sod., 2004). 
 
Kvasovka S. cerevisiae ne vsebuje citosolnega NADP+ specifičnega maličnega encima in 
transhidrogenaze, ki je pri drugih organizmih sposoben pretvorbe NADH v NADPH. 
Vzdrževanje ustreznega NADH/NADPH razmerja je torej oteženo, kar posledično zavira 
alkoholno fermentacijo in rast kvasovk S. cerevisiae (Moreira dos Santos in sod., 2004). 
 
Slika 5: Vključevanje glutamina v centralni metabolini poti pri raku (Legiša, 2014: 135) 
  Fosfofruktokinaza 1 (PFK1) 
Pfk1 katalizira regulatorno nepovratno reakcijo v glikolizi, in sicer fosforilacijo fruktoza-6-
fosfata v FBP. Pri tem se porabi ATP kot donor fosfata,  sprosti pa se ADP kot stranski 
produkt reakcije. Encim je močno reguliran in predstavlja glavni regulatorni encim 
glikolize (Dunaway, 1983). 
 
Analize ugotavljanja zaporedja prokariontskih in evkariontskih genov za PFK1 so 
pokazale, da se je evkariontski gen razvil s podvojevanjem in fuzijo prokarionskih genov 
(Poorman in sod., 1984). Posledično je evkariontski encim Pfk1 približno dvakrat večji od 
prokariontskega ter ima dodatna mesta, zaradi katerih je encim bolj reguliran. Zaradi 
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strogega ohranjanja aktivacijskih mest na N-terminalnem delu in številnih mutacij na C-
terminalnem delu so aktivna mesta za katalitično aktivnost encima pristna na N-
terminalnem delu, medtem ko so na C-terminalnem delu prisotna vezavna mesta za 
regulacijo encima (Kemp in Foe, 1983). Med temi je pomembno alosterično vezavno 
mesto za citrat, katerega vezava  povzroči konformacijsko spremembo, ki inhibira 
aktivnost encima (Kemp in Gunasekera, 2002). Selekcijski pritisk med evolucijo je 
povzročil, da imajo evkarionti močnejšo regulacijo encima Pfk1, v sesalskih celicah pa je 
inhibicija s citratom najvišja (Usenik in Legiša, 2010). 
 
Encim Pfk1, prisoten v kvasovki S. cerevisiae, je sestavljen iz 2 podenot α in β, ki sta 
kodirani z genoma PFK1 in PFK2. Pri povezavi obeh podenot se tvori hetero-oktamerna 
struktura α4β4 (Heinisch in sod., 1991). Klinder in sod (1998) so preučevali aktivnost 
encima Pfk  pri deleciji genov pfk1 in pfk2, kjer so ugotovili, da je vsaka podenota encima 
homologna in lahko normalno deluje in vivo okolju, vendar pa v in vitro okolju deluje le 
podenota, ki je kodirana z genom PFK1 in ima podenoto α. Aktivnost le-te je veliko nižja 
od aktivnosti oktamernega encima. 
 
V nitasti glivi A. niger so odkrili posttranslacijsko modifikacijo encima Pfk1, ki privede do 
odcepitve C-terminalnega dela in formacije krajšega (49 kDa dolgega) fragmenta 
(Mesojednik in Legiša, 2005). Kratek fragment Pfk1 ohrani aktivnost, kinetične študije pa 
so razkrile, da ima drugačno kinetiko od nativnega fragmenta. Ne pride več do inhibicije s 
citratom in ATP-jem, hkrati pa se fragment Pfk1 bolje odzove na aktivatorje in ima tako 
višjo encimsko aktivnost (Mlakar in Legiša, 2006). 
 
V genomu sesalskih celic so prisotni trije izoencimi Pfk1, katerih izražanje je odvisno od 
vrste tkiva. V  mišičnem tkivu prevladuje Pfk-M, v jetrnem tkivu Pfk-L in v trombocitih 
Pfk-P, vsi pa imajo molekulsko maso okoli 85 kDa. Vsi trije izoencimi so močno inhibirani 
s citratom in ATP (Eto in sod., 1994). Oksidacija glukoze preko glikolize in cikla TCA 
producira velike količine ATP, pri čemer nastaja tudi veliko intermediatov, predvsem 
citrata. Ko se ta v celici akumulira, sproži inhibicijo Pfk1, glikoliza pa se zaustavi (Lu in 
sod., 2015). V rakavih celicah  se kljub kopičenju inhibitorjev, ki bi morali zavirati 
delovanje Pfk1, glikoliza ne zaustavi, ampak je le-ta celo povišana. Vora in sod. (1985) so 
pri preučevanju aktivnosti ključnih encimov v glikolizi (HK, PFK in PK) ugotovili, da je 
pri rakavih celicah aktivnost teh encimov povišana v primerjavi z normalnimi sesalskimi 
celicami. Šmerc in sod. (2011) so s posttranslacijsko modifikacijo na sesalskem Pfk-M 
encimu dobili aktiven kratek fragment velikosti 47 kDa. S tem so dokazali, da je 
enostopenjska posttraslacijska modifikacija dovolj za pridobitev krajšega aktivnega encima 
Pfk1 v sesalski celici. Tak skrajšan in visoko aktiven fragment encima Pfk1 so odkrili v 
homogenatu vseh testiranih tumorskih celičnih linijah, v katerih pa niso zaznali nativnega 
encima Pfk1. Mutacijo gena za skrajšan Pfk1 so vnesli v celice bakterije E. coli in 
spremljali rast na gojišču z glukozo in citratom, pri čemer se rast celic ni odzvala  na 
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spremembe koncentracij citrata v gojišču, kar pomeni, da  kratek fragment Pfk1 ni 
inhibiran s citratom.  
 
Otto Warburg je v 20 letih prejšnjega stoletja prvi predlagal, da je deregulacija glikolize 
glavna značilnost pri nastanku raka. To trditev je podkrepil z opažanjem, da rakave celice 
za sintezo molekul ATP prednostno uporabljajo glikolizo in ne oksidativno fosforilacijo, 
tudi v prisotnosti kisika. Temu pojavu pravimo aerobna glikoliza ali Warburgov efekt. 
(Warburg, 1956). Različni onkogeni spodbudijo aerobno glikolizo v celicah, vendar pa so 
Elstrom in sod. (2004)  dokazali, da je le aktivacija onkogena AKT dovolj za sprožitev 
Warburgovega efekta v celici (Elstrom in dr. 2004). Šmerc in sod. (2011) so pokazali, da 
lahko spremembe, ki jih povzročijo onkogeni vplivajo na tudi na posttranslacijsko 
modifikacijo encima Pfk1 ter povzročijo nastanek visoko aktivnega kratkega fragmenta 
Pfk1 (Šmerc in sod., 2011). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 MATERIALI 
 Kemikalije in reagenti 




reagent »Bio-Rad Protein Assay« 





komplet  za izolacijo plazmidne DNA »GeneJETTM Plasmid Miniprep 
Kit« (250), kat. št. K0503, BamHI, HindIII, EcoRI, XbaI, restrikcijski 




Megazyme, Bray, Irska komplet reagentov za ugotavljanje koncentracije etanola ETHANOL, 
komplet reagentov za ugotavljanje koncentracije glicerola GLYCEROL 
GK, komplet reagentov za ugotavljanje koncentracije ksilitola D-
SORBITOL/XYLITOL 
Merck, Darmstadt, Nemčija natrijev klorid, natrijev hidroksid, ocetna kislina, klorovodikova kislina, 
agar, kvasni ekstrakt 
Messer Slovenija, Ruše pri 
Mariboru, Slovenija) 
tekoči dušik 
Promega, Madison, ZDA komplet T4 ligaza 
Qiagen, Hilden, Nemčija 
 
komplet »DNeasy plant mini kit« (50), kat. št. 69104, komplet »QIAquick 
PCR Purification Kit« (250), kat. št. 28106,  komplet »QIAEX II Gel 
Extraction Kit« (150), kat. št. 20021, komplet »RNeasy Plant  Mini Kit« 
(50), kat. št. 74904, komplet »QuantiTect Reverse Trascription Kit« (50), 
kat. št.205311 
Sigma-Aldrich, St. Luis, 
ZDA 
agaroza, amonijev sulfat, ATP, ditioeritritol (DTE), etilen-diamin-
tetraocetna kislina (EDTA), polietilen glikol 4000 (PEG), fruktoza-6-
fosfat, glicerol-3-fosfat-dehidrogenaza, glukoza, izopropanol, kalijev 
dihidrogenfosfat, kalcijev klorid, natrijev acetat, natrijev hidroksid, 
natrijev karbonat, natrijev hidrogenkarbonat, NADH, RNAza, glicerol-
3-fosfat-dehidrogenaza, litikaza, triozafosfat- izomeraza,  
 se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednica 2: Uporabljene kemikalije 
Proizvajalec Kemikalija 
Sigma-Aldrich, St. Luis, 
ZDA 
 komplet »GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit«,  (350), PLN 350, 
metanol, natrijev dihidrogenfosfat, etanol, tripton, dinatrijev 
hidrogenfosfat, Trizma® base (Tris), koktajl proteaznih inhibitrojev za 
kvasovke in nitaste glive, tetraciklinhidroklorid, litijev acetat, 
polietilenglikol MW 3350, trikloroocetna kislina, Fe2(SO4)3, β-
merkaptoetanol, glicin, bromofenol modro, ksilen cianol, ledocetna 
kislina, TEMED, amonijev persulfat, akrilamid, etidijev bromid, Tween 
20, natrijev tiosulfat, dodatek kvasnega, HEPES, glutaraldehid (25 %), 
formaldehid (36,5 %), uracil, levcin, triptofan, histidin , Y1251 
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/y1251), 
Y1501 (http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/y1501), 
Y2001 (http://www.sigmaaldrich.com/ catalog/product/sigma/y2001) 
Thermo Fisher Scientific, 
Walthman, ZDA 
 DNA Gel Loading Dye (6x) nanašalni pufer, Platinum pfx plimeraza, 
50 mM MgSO4, 10x Pfx Amplification Buffer 
 Laboratorijska oprema in potrošni material 
Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material 
Proizvajalec  Laboratorijska oprema  
Applied Biosystems (ABI), Waltham, ZDA naprava za verižno reakcijo s polimerazo  
Biometra, Tampa, ZDA kadička za agarozno gelsko elektroforezo Horizon® 
1.4, transiluminator  
BioRad, Hercules, ZDA MiniProtean (sistem za poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo) 
Corning, New York, ZDA 125 ml erlenmajerice, 250 ml filtrirne enote  
DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Izrael aparatura za fotografiranje agaroznih gelov  
Eppendorf, Hamburg, Nemčija namizna centrifuga MiniSpin, centrifuga 5415R, 
termoblok Thermomixer comfort, avtomatske pipete 
(10 ml, 5 ml, 200 μl, 100 μl, 20 μl, 10 μl in 2,5 μl), 
mikrocentrifugirke 
IKA, Staufen, Nemčija magnetna mešala, vrtinčnik MS3 basic  
inoLab, Weilheim, Nemčija pH meter WTW series  
Iskra PIO d.o.o., Šentjernej, Slovenija  brezprašna komora M18  
 se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Kambič, Semič, Slovenija inkubator, stresalnik, liofilizator 
Moulinex, Bagnolet Cedex, Francija  
PerkinElmer, Waltham, ZDA 
mikrovalovna pečica SYBIO  
spektrofotometer Lambda 25 UV/VIS 
Roche, Penzberg, Nemčija PCR naprava LightCycler® 480 System 
Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija nastavki za pipete, mikrocentrifugirke in 
centrifugirke različnih volumnov  
Sartorius Stedim Biotech, Concord, ZDA tehtnica  
Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA NanoDrop 1000 in pripadajoči računalniški program 
za obdelavo podatkov  
 Raztopine in pufri 
Preglednica 4: Uporabljene raztopine in pufri 
Raztopina ali pufer Sestava 
Yeast Nitrogen Base (Y1251) z  
amonijevim sulfatom (YNB) 
4,25 g Y1251 
12,5 g amonijev sulfat 
75 mg streptomicin 
75 mg penicilin 
v 250 ml dH2O 
Y1251 z glutamatom (YNBQ) 4,25 g Y1251 
625 mg glutamat 
75 mg streptomicin 
75 mg penicilin 
v 250 ml dH2O 
1 mM FeSO4 0,04 g Fe2S3O12 
v 100 ml dH2O 
1 M Tris HCl 6,05 g Trizma base  
v 30 ml dH2O 
pH 7,5 z 1 M HCl 
500 mM EDTA 2,9224 g EDTA  
 v 20 ml dH2O 
LiOAc 2,04 g litijev acetat 
v 20 ml dH2O 
LiOAc/TE 44,4 ml Milli Q voda 
5,0 ml 1 M LiOAC 
0,5 ml 1 M Tris HCl, pH=7.5 
0,1 ml 500 mM EDTA 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednica 4: Uporabljene raztopine in pufri 
Raztopina ali pufer Sestava 
50 % (m/V) PEG 3350 25 g PEG 3350 
v 50 ml dH2O 
40 % (m/V) PEG v LiOAc/TE 40 ml 50 % PEG 3350 
5,0 ml 1M LiOAc 
0,5 ml 1 M Tris HCl 
0,1 ml 500 mM EDTA 
4,4 ml Milli Q voda 
50 mM HEPES  17,02 g HEPES  
v 50 ml dH2O 
pH 7,5 z 1M KOH 
 Gojišča 
Bakterije E. coli, za potrebe transformacij, smo gojili na trdnih ali v tekočih Luria Bretani 
(LB) gojiščih. Kjer je bilo potrebno smo v 10 ml LB gojišča dodali 10 µl ampicilina 
založne koncentracije c = 50 mg/ml. 
Preglednica 5: Sestava LB gojišč 
Oznaka gojišča Sestava 
LB trdno gojišče 10 g tripton 
10 g NaCl 
5 g ekstrakt kvasovk  
15 g/L agar 
v 1000 ml dH2O 
ph 7,0 z 1M NaOH 
LB tekoče gojišče 10 g tripton 
10 g NaCl 
5 g ekstrakt kvasovk 
15 g/L agar 
v 1000 ml dH2O 
ph 7,0 z 1M NaOH 
Gojišča za kvasovke S. cerevisiae so trdna ali tekoča definirana sintetična gojišča (Sc) z 
različnimi dodatki. Za selekcijo smo uporabili gojišča brez uracila in/ali levcina. 
Preglednica 6: Sestava osnovnega trdnega gojišča Sc-ura 
Oznaka gojišča Sestava  
Synthetic dropout media (Sc) -ura 1,92 g/l Y1501 
0,076 g/l uracil 
15 g/l agar 
100 ml/l YNB 
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Preglednica 7: Sestava osnovnih tekočih gojišč Sc 
Oznaka gojišča Sestava 
Sc 1,92 g/l Y1501 
0,076 g/l uracil 
100 ml/l YNBQ 
Sc GE 1,92 g/l Y1501 
0,076 g/l uracil 
20 g/l glicerol 
20 ml/l etanol 
100 ml/l YNBQ 
V trdnih in tekočih Sc gojiščih smo imeli različne sestavine, odvisno od zastavljenega 
eksperimenta. Seznam dodatkov in njihova koncentracija v gojiščih je navedena v spodnji 
preglednici. 
Preglednica 8: Dodatki v tekočih Sc, Sc-ura, Sc-Leu in Sc-ura-Leu gojiščih 
Dodatek Sestava 
Vir ogljika 10 g/l ali 2,5 g/l ali 0,5 g/l maltoza 
10 g/l ali 2,5 g/l ali 0,5 g/l ksilitol 
10 g/l ali 2,5 g/l ali 0,5 g/l ksiloza 
20 ml/l etanola 
20 ml/l glicerola 
Selekcijski pritisk 0,076 g/l uracil in ali 0,076 g/l levcin 
Glutaminska kislina 0,735 g/l glutaminska kislina (5mM) 
7,350 g/l glutaminska kislina (50 mM) 
Amonijev sulfat 6,607 g/l (5mM) 
Železo 0,004 g/l Fe2(SO4)3 (10µM) 
 Organizmi  
Preglednica 9: Uporabljeni sevi 
Oznaka seva Lastnosti  Vir  
HD114-8D brez genov PFK1 in PFK2 
(MATα PFK1::HIS3 PFK2::HIS3 
URA3-52, LEU2-3, 112HIS3-11, 
15 MAL3 SUC2 GAL) 
(Heinisch in sod., 1996) 
mikrobiološka zbirka na Kemijskem inštitutu, 
Ljubljana 
 
TOP 10 F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-
mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 
recA1 araD139 Δ(ara Leu) 7697 
galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG 
mikrobiološka zbirka na Kemijskem inštitutu, 
Ljubljana 
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Preglednica 10: Uporabljeni transformirani sevi kvasovke S. cerevisiae 
Oznaka seva Izhodni sev Vneseni gen Vir 
 nPFKA HD114-8D gen za nativni encim Pfk1 iz glive 
A. niger  
Nika Turk; mikrobiološka 
zbirka na Kemijskem 
inštitutu, Ljubljana 
 mtPFKA HD114-8D gen za kratek fragment Pfk1 iz 
glive A. niger 
Nika Turk; mikrobiološka 
zbirka na Kemijskem 
inštitutu, Ljubljana 
nNPFKM HD114-8D gen za nativni humani encim 
Pfk1, mišični tip (Pfk-M) 
Irena Pohar; humani cDNA 
Clone ID2964710 kupljen pri 
Geneservice Ltd (Cambridge, 
UK) 
sfPFKM HD114-8D gen za kratek humani fragment 
Pfk1, mišični tip (Pfk-M) 
Irena Pohar; izhodni humani 
cDNA Clone ID2964710 
kupljen pri Geneservice Ltd 
(Cambridge, UK) 
nPFKM/MAEA HD114-8D gen za nativni humani encim 
Pfk1, mišični tip (Pfk-M) in gen 
za malični encim MAEA 
Tadeja Ambrožič; izhodni 
humani cDNA Clone 
ID2964710 kupljen pri 
Geneservice Ltd (Cambridge, 
UK); sintetični gen za malični 
encim kupljen pri podjetju 
Integrated DNA technologies 
(IDT, ZDA) 
sfPFKM/MAEA HD114-8D gen za kratek humani fragment 
Pfk1, mišični tip (Pfk-M) in gen 
za malični encim MAEA 
Tadeja Amrožič; izhodni 
humani cDNA Clone 
ID2964710 kupljen pri 
Geneservice Ltd (Cambridge, 
UK); sintetični gen za malični 
encim kupljen pri podjetju 
Integrated DNA technologies 
(IDT, ZDA) 
msfPFKM HD114-8D gen za kratek mišji fragment 
Pfk1, mišični tip (Pfk-M) 
nativni mišji mišični tip 
encima PFK-M (cDNA 
C53048H2) kupljen pri 
Source BioScience 
(Nottingham, UK)  
msfPFKM/MAEA HD114-8D gen za kratek mišji fragment 
Pfk1, mišični tip (Pfk-M) in gen 
za malični encim MAEA 
nativni mišji mišični tip 
encima PFK-M (cDNA 
C53048H2) kupljen pri 
Source BioScience 
(Nottingham, UK); sintetični 
gen za malični encim kupljen 
pri podjetju Integrated DNA 
technologies (IDT, ZDA) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednica 10: Uporabljeni transformirani sevi kvasovke S. cerevisiae 
Oznaka seva Izhodni sev Vneseni gen Vir 
HB sfPFKA HD114-8D gen za kratek fragment Pfk1 iz 
glive Aspergillus niger z 
zamenjanim delom regije z 
genom za humani kratek fragment 
Pfk-M  
Klemen Dolinar; izhodni gen 
pripravljen na oddelku za 
biotehnologijo, Kemijski 
inštitut; sintetični gen za 
malični encim kupljen pri 
podjetju Integrated DNA 
technologies (IDT, ZDA) 
HB sfPFKA/MAEA HD114-8D gen za kratek fragment Pfk1 iz 
glive Aspergillus niger z 
zamenjanim delom regije z 
genom za humani kratek fragment 
Pfk-M in gen za malični encim 
MAEA 
Klemen Dolinar; izhodni gen 
pripravljen na oddelku za 
biotehnologijo, Kemijski 
inštitut; sintetični gen za 
malični encim kupljen pri 
podjetju Integrated DNA 
technologies (IDT, ZDA) 
MT sfPFKA HD114-8D gen za kratek fragment Pfk1 iz 
glive Aspergillus niger z 
mutacijami na nekaterih 
nukleotidih  
izhodni gen pripravljen na 
oddelku za biotehnologijo, 
Kemijski inštitut; sintetični 
gen za malični encim kupljen 
pri podjetju Integrated DNA 
technologies (IDT, ZDA) 
MT sfPFKA/MAEA HD114-8D gen za kratek fragment Pfk1 iz 
glive Aspergillus niger z 
mutacijami na nekaterih 
nukleotidih in gen za malični 
encim MAEA 
izhodni gen pripravljen na 
oddelku za biotehnologijo, 
Kemijski inštitut; sintetični 
gen za malični encim kupljen 
pri podjetju Integrated DNA 
technologies (IDT, ZDA) 
ssfPFKM/MAEA HD114-8D gen za še nekoliko krajši humani 
encim Pfk1 in gen za malični 
encim MAEA 
izhodni gen pripravljen na 
oddelku za biotehnologijo, 
Kemijski inštitut; sintetični 
gen za malični encim kupljen 
pri podjetju Integrated DNA 
technologies (IDT, ZDA) 
HD114-8D/MAEA HD114-8D brez genov PFK1 in PFK2 
(Heinisch in sod., 1996) in gen za 
malični encim MAEA 
Tadeja Ambrožič; sintetični 
gen za malični encim kupljen 
pri podjetju Integrated DNA 
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 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 11: Začetni oligonukleotidi, ki so bili uporabljeni za ligacijo genov v plazmid p416GPD  



































Preglednica 12: Uporabljena začetna nukleotida za sekvenčno analizo 





Za prenos pripravljenih genov smo uporabili centromerna plazmida p415 in/ali p416, ki v 
celicah nastopata v nizkem številu kopij (Mumberg in sod., 1995). Plazmid p415 vsebuje 
gen LEU2, ki komplementira LEU 2-3 avksotrofno mutacijo, plazmid p416 pa gen URA3, 
ki popravi URA 3-52 avksotrofijo sprejemnega seva (Pronk, 2002).  Celice z vgrajenim 
p415 plazmidom lahko rastejo na gojišču brez levcina, celice z vgrajenim plazmidom p416 
pa na gojišču brez uracila.  
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Slika 6: Plazmidna karta p415 ATCC 87358 (Vector Database, 2011) 
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 METODE 
 Sterilizacija gojišč in materialov 
Vsa gojišča, raztopine in pripomočke, ki smo jih uporabili pri delu z mikroorganizmi, smo 
predhodno sterilizirali v avtoklavu (Kambrič, Slovenija) s postopkom vlažne toplote (20 
min, 121°C, 1,2 bar). Raztopine, ki so občutljive pri visokih temperaturah, smo sterilizirali 
s filtracijo preko filtra s premerom por 0,22 µm. Prezračevalno komoro smo po potrebi 
obsevali z UV svetlobo, delovne površine pa smo sterilizirali s 70 % etanolom.  
 Priprava Y1251 z glutamatom ali amonijevim sulfatom 
Natehtali smo vse potrebne sestavine, jih stresli v čašo in dolili 200 ml destilirane vode 
(dH2O), da so se sestavine raztopile. Raztopino smo prelili v merilni valj in dopolnili do 
oznake 250 ml z dH2O. Odprli smo 250 ml filtrirno enoto (Corning, ZDA) in v zgornji del 
prelili raztopino. Na spodnji del smo nataknili nastavek, povezan z vodno vakuumsko 
črpalko, s katero smo prefiltrirali raztopino skozi 0,22 µm membrano. Filtrirno enoto smo 
postavili ob gorilnik in v sterilnih pogojih odvili zgornjo posodo, privili zamašek in jo 
neprodušno zaprli. Raztopino smo do uporabe hranili v hladilniku pri 4-8 °C.  
 Priprava trdnih gojišč 
Uporabljali smo različna trdna kemijsko definirana sintetična gojišča za kvasovke. Pri vseh 
smo kot vir ogljikovih hidratov uporabili glicerol in etanol ter YNB. Na podlagi vstavljenih 
genov v izhodni sev HD114-8 smo določili ali bomo v gojišče dodali uracil in/ali levcin. 
Transformirane celice kvasovke S. cerevisiae z vstavljenimi geni za encime Pfk smo gojili 
v gojiščih brez uracila, saj so ga kulture sposobne sintetizirati same. Transformirane celice 
kvasovke S. cerevisiae z vstavljenimi geni za malični encim pa smo gojili v gojiščih brez 
levcina, saj so mutante sposobne rasti brez te aminokisline. Transformirane celice, ki so 
imele vključene gene za Pfk in malične encime smo tako gojili na gojiščih brez obeh 
aminokislin.  
 
Komponente gojišč brez etanola in YNB-ja smo stehtali, stresli v čašo in dolili 90 % 
potrebne dH2O. Raztopino smo mešali dokler se niso komponente raztopile, nato smo le-te 
prelili v merilni valj in dolili dH2O do potrebnega volumna. Raztopino smo razdelili po 88 
ml v steklene erlenmajerice, jih pokrili z vato in alu folijo ter sterilizirali. Po sterilizaciji 
smo v ohlajena gojišča dodali 2 ml 96 % etanola in 10 ml YNB. Gojišče smo razlili v 
petrijevke, tako da se je raztopina pokrila dno. Na sobni temperaturi se je gojišče strdilo, 
do uporabe smo ga hranili  v hladilniku pri 4-8 °C.  
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 Priprava tekočih gojišč 
Uporabljali smo različna tekoča kemijsko definirana gojišča za kvasovke. Za gojenje 
kvasovk smo v gojiščih uporabljali kombinacije z različnimi viri ogljika in z različno 
koncentracijo glutaminske kisline. Pri vseh tekočih gojiščih smo uporabili YNBQ. 
 
Komponente gojišč brez etanola in YNBQ, smo stehtali in raztopili v 90 % končnega 
volumna dH2O. Raztopino smo prenesli v merilni valj in dopolnili do končnega volumna z 
dH2O. Nato smo po 88 ml ali 90 ml te raztopine razdelili v steklene erlenmajerice ali v 
plastične posodice (Corning, ZDA), jih pokrili z vato in aluminijasto folijo ter sterilizirali. 
Pred uporabo smo v gojišča dodali 10 ml YNBQ in v nekaterih primerih 2 ml 96 % 
etanola. Gojišča v steklenih erlenmajericah smo uporabljali za gojenje v aerobnih pogojih, 
medtem ko smo plastične stekleničke uporabljali za gojenje v anaerobnih ali semi-
anaerobnih pogojih.  
 Namnožitev plazmida p416GPD  
- Transformacija plazmida p416GPD v kompetentne celice E. coli (TOP 10) 
Kompetentne celice (TOP 10) smo vzeli iz zamrzovalnika (-80 °C) in jih 30 min inkubirali 
na ledu. Medtem smo iz zamrzovalnika (-20 °C) vzeli plazmid p416GPD in ga odtalili. Po 
končani inkubaciji kompetentnih celic smo v posamezno 1,5ml mikrocentrifugirko s 
celicami dodali 0,75µl plazmida in celice ponovno inkubirali 30 min na ledu. Nato smo 
izvedli temperaturni šok, pri katerem smo celice prenesli na grelni element pri 42 °C za 4 
min, nato pa takoj za 2 min na led. Celicam smo dodali 1 ml tekočega gojišča LB in jih 
postavili v inkubator pri 37 °C, 500 vrt./min preko noči. Po končani inkubaciji smo celice 
centrifugirali 3 min pri 7000 vrt./min. Odstranili smo 1 ml supernatanta, preostanek 
resuspendirali in razmazali na trdno LBA gojišče. Petrijevko smo preko noči inkubirali pri 
37 °C. Po končani inkubaciji smo z sterilnim zobotrebcem iz plošče prenesli posamezno 
bakterijsko kolonijo v tekoče gojišče LBA, ki smo ga nato inkubirali v stresalniku 
(Kambič, Slovenija) preko noči pri 37°C, 150 vrt./min. Po končani inkubaciji smo izvedli 
izolacijo DNK plazmidov.  
- Izolacija in merjenje koncentracije plazmidne DNK 
Izolacijo plazmidne DNK smo izvedli z uporabo komercialnega kompleta »FastGene® 
Plasmid Mini Kit« (Nippon Genetics, Japonska). Metoda temelji na lizi celic, vezanju 
DNK na membrano in  eluciji DNK v vodo MQ. Pri delu smo se držali navodil 
proizvajalca. Po končani izolaciji smo v dveh 1,5ml mikrocentrifugirkah dobili plazmid 
p416GPD, raztopljen v 50 µl sterilne MQ. Po navodilih proizvajalca Nanodrop 1000 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) smo izmerili koncentracijo izolirane plazmidne DNK in 
jo shranili pri –20 °C.  
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 Priprava gena msfPFKM  
Gen za nativni mišji mišični tip encima Pfk-M (cDNK C53048H2) smo kupili pri Source 
BioScience (Nottingham, UK). Gen je bil vključen v celičnem plazmidnem vektorju, ki 
smo ga najprej pomnožili. To smo izvedli tako, da smo celice s cepilno zanko prenesli na 
trdno LBA gojišče in jih gojili pri 37 °C preko noči. Naslednji dan smo posamezne 
kolonije nacepili v tekoče gojišče LBA in jih gojili na stresalniku (Kambič, Slovenija) pri 
37 °C, 150 vrt./min preko noči. Izolacijo plazmidne DNK in merjenje koncentracije smo 
izvedli na enak način kot je opisano v točki 3.2.5.2. 
- Uporaba verižne reakcije s polimerazo (PCR) za uvedbo restrikcijskih mest  
PCR predstavlja in vitro metodo sinteze nukleinskih kislin, s katero lahko pomnožimo 
tarčni odsek DNK. Reakcijsko zmes sestavljajo vzorec DNK, ki služi kot matrica, dva 
začetna oligonukleotida, deoksinukleozid-trifosfati, ki predstavljajo gradnike nove verige 
DNK, Mg2+ ioni, reakcijski pufer in termostabilna DNK polimeraza. Reakcija poteka 
ciklično, vsak cikel pa sestavljajo tri stopnje: denaturacija DNK, nalaganje začetnikov in 
izgrajevanje komplementarne verige. Navadno reakcija poteka v 20 do 40 ciklih (Štrukelj 
in Kos, 2007). 
 
Skrajšan gen msfPFKM kodira nastanek kratkega, 47 kDa velikega proteina Pfk-M. Z 
uporabo verižne reakcije s polimerazo (PCR) smo uvedli novi restrikcijski mesti na 
nativnem mišjem genu PFKM in sicer na 5' koncu smo uvedli restrikcijsko mesto za 
restrikcijski encim EcoRI in na 3' koncu restrikcijsko mesto za restrikcijski encim XbaI ter 
ob tem pridobili gen msfPFKM. Uporabili smo RT-PCR napravo LightCycler® 480 
System (Roche, Nemčija). Sestava reakcijske mešanice je prikazana v preglednici 13, 
sestavine smo dodajali v enakem vrstnem redu, kot je prikazano v preglednici. 
Temperaturni profil za PCR reakcijo je podan v preglednici 14. 
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Preglednica 13: Reakcijska mešanica PCR za gen msfPFKM 
Sestavina Koncentracija v PCR 
reakciji 
Volumen 
Sterilna MQ  28,5 µl 
5x Phusion reakcijski pufer 1x 10 µl 
Smerni začetni 
oligonukleotid 
0,4 pmol/ µl 2 µl 
Protismerni začetni 
oligonukleotid 
0,4 pmol/ µl 2 µl 
dNTP 0,2 mmol/l 4 µl 
DMSO 4,4 mmol/l 2 µl 
DNK 0,4 µg 1 µl 
DNK plimeraza Phusion® 
High-Fidelity 
0,05 U/µl 0,5 µl 
Končni volumen 50 µl 
Preglednica 14: Temperaturni profil PCR reakcije za gen msfPFKM 
Ime stopnje Temperatura Čas 
Začetna stopnja 95 °C 4 min 
30 ciklov             
Denaturacija 
95 °C 40 s 
                        Pripenjanje 57 °C 40 s 
 Podaljševanje 72 °C 1,3 min 
Končno podaljševanje 72 °C 7 min 
Konec reakcije 4 °C neskončno 
- Preverjanje produkta reakcije PCR z agarozno gelsko elektroferezo  
Za ločitev bioloških molekul, kot so proteini in nukleinske kisline, uporabljamo predvsem 
gelsko elektroforezo, ki je lahko poliakrilamidna ali agarozna. Gel, v katerem poteka 
ločitev, deluje kot molekulsko sito, pri čemer manjše molekule potujejo skozi gel hitreje od 
večjih, samo potovanje molekul pa je odvisno le od njihove velikosti. DNK najpogosteje 
detektiramo z etidijevim bromidom, ki se nespecifično veža na molekule DNK ter ob tem 
emitira intenzivno rdeče oranžno barvo pri 590 nm (Štrukelj in Kos, 2007).  
 
Vzorce smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo z 1,2 % agaroznim gelom (m/V).  
V merilnem valju smo odmerili 100 ml 1x TAE pufra in v njem raztopili 1,2 g agaroze. 
Raztopino smo segreli v mikrovalovki do vrelišča, tako da se je agaroza dobro raztopila. 
Ko se je le-ta ohladila na približno 40-50 °C smo dodali 2 µl etidijevega bromida s 
koncentracijo 10 g/l. Nato smo gel vlili v pripravljeno kadičko z glavničkom in počakali, 
da se je gel strdil. Vzorce smo zmešali z nanašalnim pufrom DNA Gel Loading Dye 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) do končne koncentracije 1x. Pufer vsebuje potrebna 
barvila za spremljanje elektroforeze in vidnost prog v gelu. Elektroforezo smo vodili pri 
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stalni napetosti 120V. Po končani elektroforezi smo z UV svetlobo in fotografsko opremo 
(DNR Bio-Imaging Systems, Izrael) ocenili uspešnost izvedene PCR reakcije.  
- Čiščenje gena msfPFKM iz elektroforeznega gela 
Iz agaroznega gela smo izrezali ustrezne proge z uporabo komercialnega kompleta 
FastGene® Gel/PCR Extraction Kits (Nippon Genetics, Japonska) po navodilih 
proizvajalca. V 1,5 ml mikrocentrifugirki smo dobili  DNK, raztopljen v 50 µl sterilne 
MQ. Koncentracijo DNK smo izmerili s Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
po navodilih proizvajalca, raztopino pa shranili pri -20 °C.  
 Priprava genov HB sfPFKA in MT sfPFKA  
Konstrukcijo genov HB sfPFKA in MT sfPFKA so naredili predhodniki na Oddelku za 
biotehnologijo na Kemijskem inštitutu, vendar so bili le-ti vključeni v drugem vektorskem 
sistemu.  
 
Podobno kot pri genu msfPFKM smo najprej izvedli PCR za uvedbo ustreznih 
restrikcijskih mest za vključitev v plazmid p416GPD. Uporabili smo druge 
oligonukleotidne začetnike, s katerimi smo uvedli restrikcijski mesti BamHI in HindIII. 
PCR reakcijska mešanica in temperaturni profil je bila enaka kot pri genu msPFKM.  
Produkt PCR reakcije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo in ga očistili po že 
opisanem protokolu ter ga shranili pri -20 °C.  
 Cepitev genov in plazmidov p416GPD z restrikcijskimi encimi 
Z restrikcijskimi encimi smo fragmentom in plazmidu omogočili kasnejše lepljenje oz. 
združenje. Uporabili smo tip endonukleaz, ki prepoznajo specifično nukleotidno zaporedje, 
ga odrežejo, pri tem pa ob koncih pustijo nepovezane nukleotide tj. lepljive konce, ki se 
lahko povežejo s konci drugih fragmentov (Nelson in Cox, 2005). Restrikcija vektorja in 
plazmida se izvede z enakimi restrikcijskimi encimi, kar omogoča kasnejšo ligacijo oz. 
lepljenje fragmenta v plazmid.  
 
Za gen msfPFKM smo uporabili restrikcijska encima XbaI in EcoRI. Encima sta 
komplementarna, kar pomeni, da ju lahko uporabimo hkrati v eni reakciji. Reakcijo smo 
izvajali 2 uri pri 37 °C, reakcijski mešanici za fragment in plazmid sta podani v preglednici 
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Preglednica 15: Reakcijska mešanica za restrikcijo fragmenta 
Sestavina Koncentracija v  reakciji Volumen 
Sterilna MQ  26 µl 
10x pufer Tango 2x 8 µl 
DNK plazmida ≈ 1100 ng 3 µl 
EcoRI 10 U/µl 1,5 µl 
XbaI 10 U/µl 1,5 µl 
Končni volumen 40 µl 
Preglednica 16: Reakcijska mešanica za restrikcijo plazmida 
Sestavina Koncentracija v  reakciji Volumen 
Sterilna MQ  9 µl 
10x pufer Tango 2x 8 µl 
DNK plazmida ≈ 800 ng 20 µl 
EcoRI 10 U/µl 1,5 µl 
XbaI 10 U/µl 1,5 µl 
Končni volumen 40 µl 
Za gena MT sfPFKA in HB sfPFKA pa smo uporabili restrikcijska encima BamHI in 
HindIII, ki sta prav tako komplementarna. Reakcijo smo izvajali pri enakih pogojih, 
reakcijski mešanici za fragmenta in plazmid sta podani v preglednici 17 in 18. 
Preglednica 17: Reakcijski mešanici za restrikcijo fragmentov MT sfPFKA in HB sfPFKA 
Sestavina Koncentracija v  reakciji Volumen 
Sterilna MQ  26 µl 
10x pufer Tango 2x 8 µl 
DNK plazmida ≈ 1100 ng 3 µl 
EcoRI 10 U/µl 1,5 µl 
XbaI 10 U/µl 1,5 µl 
Končni volumen 40 µl 
Preglednica 18: Reakcijska mešanica za restrikcijo plazmida 
Sestavina Koncentracija v  reakciji Volumen 
Sterilna MQ  9 µl 
10x pufer Tango 2x 8 µl 
DNK plazmida ≈ 800 ng 20 µl 
BamHI 10 U/µl 1,5 µl 
HindIII 10 U/µl 1,5 µl 
Končni volumen 40 µl 
Po inkubaciji smo reakcijsko mešanico očistili z uporabo komercialnega kompleta 
»FastGene® Gel/PCR Extraction Kits« (Nippon Genetics, Japonska) po navodilih 
proizvajalca. Po končanem čiščenju smo dobili 50 µl raztopine. Koncentracijo DNK smo 
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izmerili s Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca in jo 
shranili pri -20 °C.  
 Ligacija genov v plazmid p416GPD 
Vstavitev gena v plazmid smo izvedli z uporabo T4 DNK ligaze po postopku hitre ligacije. 
Izvedli smo več paralelnih ligacij, pri čemer smo uporabili molarni razmerji insert:vektor = 
1:1 in 3:1. S kontrolo ligacije smo preverili možnost zaprtja plazmida brez vgrajenega 
inserta. Potrebne količine fragmenta smo izračunali po naslednji enačbi (1): 
 
masa fragmenta =  masa vektorja∗dolžina fragmenta
dolžina vektorja
∗ (razmerje fragment: vektor)       ... (1) 
 
Na podlagi izračuna smo za razmerje 1:1 zmešali 23 ng fragmenta s 100 ng plazmida, za 
razmerje 3:1 pa smo zmešali 69 ng fragmenta s 100 ng plazmida. Za kontrolo ligacije smo 
vzeli 100 ng plazmida brez gena. Ligacijo smo izvajali 20 min pri sobni temperaturi. 
Sestava ligacijskih mešanic za posamezne fragmente je podana v spodnjih preglednicah. 
Preglednica 19: Sestava ligacijske mešanice za gen msfPFKM 
Sestavina Razmerje 1:1 Razmerje 3:1 Kontrolna ligacija 
Sterilna MQ 12 µl 9,9 µl 13,1 µl 
Plazmid 3,9 µl 3,9 µl 3,9 µl 
Fragment 1,1 µl 3,2 µl - 
T4 DNK ligazni pufer 2 µl 2 µl 2 µl 
T4 DNK Ligaza 1 µl 1 µl 1 µl 
Končni volumen 20 µl 20 µl 20 µl 
Preglednica 20: Sestava ligacijske mešanice za gen HB sfPFKA 
Sestavina Razmerje 1:1 Razmerje 3:1 Kontrolna ligacija 
Sterilna MQ 6,3 µl 2 µl 8,5 µl 
Plazmid 8,5 µl 8,5 µl 8,5 µl 
Fragment 2,2 µl 6,5 µl - 
T4 DNK ligazni pufer 2 µl 2 µl 2 µl 
T4 DNK Ligaza 1 µl 1 µl 1 µl 
Končni volumen 20 µl 20 µl 20 µl 
Preglednica 21: Sestava ligacijske mešanice za gen MT sfPFKA 
Sestavina Razmerje 1:1 Razmerje 3:1 Kontrolna ligacija 
Sterilna MQ 5,4 µl 0,5 µl 7,8 µl 
Plazmid 9,2 µl 9,2 µl 9,2 µl 
Fragment 2,4 µl 7,3 µl - 
T4 DNK ligazni pufer 2 µl 2 µl 2 µl 
T4 DNK Ligaza 1 µl 1 µl 1 µl 
Končni volumen 20 µl 20 µl 20 µl 
Dragan M. Anaerobna ... bioetanola s transformantami kvasovke Saccharomyces cerevisiae ... genom PFK1. 32 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
Po končani ligaciji smo ligacijsko mešanico transformirali v E. coli (TOP 10), kjer je 
potekla pomnožitev plazmida. Potek je enak opisanemu v točki 3.2.5. 
 Kontrolna cepitev z restrikcijskimi encimi in ugotovitev nukleotidnega 
zaporedja 
Vse gojitvene plošče smo pregledali 18 h po transformaciji. V primeru uspešne ligacije in 
transformacije smo na ploščah opazili bakterijske kolonije. Pojav kolonij tudi na negativni 
kontroli (kontrolna ligacija) lahko pomeni, da je po ligaciji v celicah prisoten le plazmid, 
brez vstavljenega gena. Zato smo v nadaljevanju izvedli cepitev plazmida z restrikcijskimi 
encimi, s katero smo dokazali prisotnost določenega gena v celicah.  
 
Cepitev plazmida z restrikcijskimi encimi je potekala v dveh delih. Najprej smo izvedli 
cepitev, pri čemer smo delali po enakem protokolu, encimi za dotični gen in restrikcijskimi 
mešanicami kot so opisani pod točko 3.2.8. V nadaljevanju pa smo vzorce analizirali z 
uporabo agarozne gelske elektroforeze. Pri vzorcih, ki so imeli uspešno vnesen gen v 
plazmid, smo dobili dve progi (1400 in 5700 bp), kjer večja predstavlja plazmid, manjša pa 
vgrajeni gen.  
 
Za sekvenčno analizo smo pripravili plazmid v dveh 1,5ml mikrocentrifugirkah, tako da je 
bila končna koncentracija plazmida od 80 do 100 ng na 5 µl. V eno raztopino smo dodali 5 
µl 20-kratne redčine smernega oligonukleotida, v drugo pa 5 µl 20-krat redčenega 
protismernega oligonukleotida. Sekvenčno analizo je izvedlo podjetje GATC Biotech, 
Nemčija.  
 Transformacija genov v kvasovko S. cerevisiae 
Iz trdnega gojišča smo s cepilno zanko zajeli posamezno kolonijo izhodnega seva in jo 
prenesli v 100 ml tekočega gojišča Sc GE v erlenmajerico z utori. Erlenmajerico smo 
stresali v stresalniku pri 30 °C, 160 vrt./min. Po približno treh dneh, ko je gojišče postalo 
motno, smo začeli z meritvami optične gostote. Le-to smo merili s spektrofotometrom 
Lambda 25 (Perkin Elmer, ZDA) pri valovni dolžini 660 nm. Optično gostoto smo merili 
vsake tri ure do izmerjene absorbance 1, pred vsako meritvijo pa smo umerili napravo s 
čistim gojiščem Sc GE. Po izmerjeni absorbanci okoli 1 smo nadaljevali s protokolom za 
transformacijo. 
 
Protokol za transformacijo celic izhaja iz članka Gietz in Woods, 2002 z nekaterimi 
spremembami. 100 ml kulture kvasovk smo razdelili na dva dela po 50 ml in ju najprej 
centrifugirali 3 min na 3000 x g pri 4 °C. Odlili smo supernatant, usedlino pa 
resuspendirali v 10 ml MQ. Raztopino smo ponovno centrifugirali pri enakih pogojih in 
odlili supernatant.  Nato smo v vsako centrifugirko dodali po 5 ml raztopine LioAc/TE, v 
kateri smo nežno resuspendirali celice. Raztopino smo centrifugirali 2 min na 2000 x g pri 
4 °C, odlili supernatant in celice resuspendirali v 0,25 ml raztopini LioAc/TE. Suspenzijo 
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smo razdelili v mikrocentrifugirke, v volumske alikvote 4-krat po 50 µl. V vsako izmed 
treh mikrocentrifugirk smo odpepitirali po 1 µg plazmida, 6 µl DMSO in 300 µl 40 % PEG 
v LioAc/TE, v eno pa smo dodali MQ namesto plazmida. Raztopine smo nežno premešali 
in mikrocentrifugirke inkubirali 30 min pri 30 °C, nato pa še 15 min pri 52°C. Po koncu 
inkubacije smo jih centrifugirali na 16000 x g pri 4 °C, odstranili supernatant, usedlino pa 
resuspendirali v 1 ml MQ. Posamezno raztopino smo razmazali na ustrezna Sc GE gojišča 
in jih inkubirali 1 teden pri 30 °C.  
 Preverjanje vnosa genov z metodo PCR na osnovi kolonij 
Po inkubaciji plošč smo uspešnost transformacij preverili s PCR na osnovi kolonije. Gre za 
metodo, ki je v osnovi enaka klasični PCR, le da pri tej različici vzorčno DNK na preprost 
način pridobimo kar neposredno iz kolonije. Celice razkrojimo z enostavnim kratkotrajnim 
prekuhavanjem, s čimer pridobimo celični lizat, ki vsebuje tudi celično DNK (Dogša in 
sod., 2008). Za bolj učinkovito razgradnjo celične stene smo uporabili encim litikazo 
(Sigma Aldrich, ZDA).  
 
Z vsake gojitvene plošče smo z sterilnim zobotrebcem prenesli del kolonije v 1,5-ml 
mikrocentrifugirko, v kateri smo imeli 50 µl 200 U/ml litikaze in dobro premešali z 
vibratorskim mešalnikom. Nato smo jih inkubirali 2 uri pri 37 °C in 15 min pri 95 °C pri 
300 vrt./min. Po inkubaciji smo 2 µl raztopine prenesli v PCR reakcijsko mešanico. Kot 
pozitivno kontrolo smo v isti PCR reakcijski mešanici pomnoževali tudi plazmid, ki smo 
ga uporabili za transformacijo, za kar smo uporabili raztopino s približno 30 ng plazmida. 
Za negativno kontrolo smo uporabili kolonije seva HD114-8D.  
 
PCR reakcijo smo izvedli z RT-PCR napravo LightCycler® 480 System (Roche, Nemčija). 
Sestava reakcijske mešanice in temperaturni profil reakcije sta podana v preglednicah 22 in 
23.  
Preglednica 22: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo PCR 
Sestavina Koncentracija  Volumen 
Sterilna MQ  33,5 µl 
10x Pfx Amplification Buffer 1x  5 µl 
Smerni začetni oligonukleotid 0,4 pmol/ µl 2 µl 
Protismerni začetni nukleotid 0,4 pmol/ µl 2 µl 
dNTP 0,2 mmol/l 4 µl 
50 mM MgSO4 1 mM 1 µl 
Celični lizat   2 µl 
Platinum pfx DNA polimeraza 0,025 U/µl 0,5 µl 
Končni volumen 50 µl 
Preglednica 23: Temperaturni profil reakcije PCR 
Ime stopnje Temperatura Čas 
Začetna stopnja 94 °C 4 min 
35 ciklov             Denaturacija 94 °C 40 s 
                        Pripenjanje 57 °C 40 s 
 Podaljševanje 68 °C 1,3 min 
Končno podaljševanje 68 °C 7 min 
Konec reakcije 4 °C neskončno 
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Po končani reakciji PCR smo vzorce analizirali z uporabo agarozne gelske elektroforeze po 
že opisanem protokolu. Proga na gelu, velikosti 1300 bp, je pomenila prisotnost gena.  
 Priprava trajnih kultur 
Po potrditvi ustreznih velikosti genov s PCR na osnovi kolonije in po potrditvi ustreznega 
nukleotidnega zaporedja s sekvenčno analizo smo pripravili trajne kulture. Kvasne kolonije 
smo iz trdnega Sc GE gojišča s cepilno zanko prenesli v tekoče gojišče Sc GE. Kvasovke 
smo gojili pri 30 °C dokler nismo dosegli ustrezne optične gostote v gojišču (OD660 1). 
Nato smo 1 ml celične suspenzije prenesli v 2-ml mikrocentrifugirke in jim dodali po 1 ml 
50 % glicerola. Kulture smo shranili v tekočem dušiku v trajni zbirki Kemijskega inštituta.  
 Gojenje kvasovk S. cerevisiae 
- Gojenje na trdnih gojiščih 
Kvasovke S. cerevisiae smo gojili na trdnih gojiščih v petrijevkah v inkubatorju pri 30 °C. 
Izhodni sev smo najprej odtalili in nato s cepilno zanko prenesli del gojišča na ploščo s 
cikcak potegom. Cepilno zanko smo razžarili nad gorilnikom, počakali da se ohladi in 
nadaljevali cikcak vzorec na plošči, tokrat pravokotno na prvi vzorec. To smo ponovili še 
dvakrat. Za daljše shranjevanje kolonij kvasovk smo petrijevke hranili v hladilniku pri 4-8 
°C, po potrebi pa smo jih ponovno nacepili na sveže plošče po že opisanem postopku.  
- Aerobno gojenje v tekočih gojiščih 
Za aerobno gojenje tekočih kultur kvasovk smo uporabljali 250 ml erlenmajerice z utori, ki 
smo jih stresali s stresalnikom (Kambrič, Slovenija) pri 30 °C, pri 160 vrt./min. Posamezno 
kolonijo smo s cepilno zanko prenesli iz trdnega v tekoče gojišče, vrh erlenmajerice pa 
smo zamašili z vato, ki je onemogočala kontaminacijo, hkrati pa omogočala izmenjavo 
plinov. Kvasovke smo vzorčili v protiprašni komori ali ob gorilniku.  
- Semi-anaerobno in anaerobno gojenje v tekočih gojiščih 
Andrejc in sod. (2017) so pri gojenju transformiranih kvasovk sfPFKM ugotovili, da celice 
v tekočih gojiščih, kjer je maltoza edini vir C, rastejo le ob dodatku nizke koncentracije 
EtOH. Z meritvami koncentracij maltoze, etanola in acetata so ugotovili, da celice ob rasti 
porabljajo poleg maltoze tudi EtOH, ob tem pa nastaja acetat kot stranski produkt. Z 
meritvami NADH in NADPH v celicah so dokazali, da celice ob pretvorbi EtOH do 
acetata pridobijo NADPH, kar se kaže v izboljšanem NADH/NADPH ravnotežju v celici. 
Tako lahko celice iz enega mola EtOH pridobijo 2 mola NADPH, kar je dovolj za njihovo 
rast. Ob pomankanju EtOH v gojišču so celice nehale rasti, kar pomeni da ima EtOH v 
gojišču ključen vpliv na metabolne procese v celicah. Prav tako so ugotovili, da lahko 
dosežejo boljšo rast seva sfPFKM, če v gojišče dodajo 10 µM FeSO4, ker se ob tem poviša 
aktivnost encima trioza-fosfat izomeraza. V naših poskusih smo s pomočjo transformacije 
gena za malični encim dosegli dovolj visoko produkcijo NADPH-ja v celicah, da se le-te 
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lahko rasle tudi ob odsotnosti EtOH v gojišču. Ravno zaradi pozitivnega vpliva na rast pa 
smo v vsa gojišča dodajali 10 µM FeSO4. 
 
Za semi-anaerobno gojenje smo uporabljali 250 ml plastične erlenmajerice, v katerih je 
bilo magnetno mešalo. Po prenosu celične kolonije iz trdnega v tekoče gojišče smo 
posodico zaprli s pokrovčkom s polprepustno membrano. Skozi pokrov smo vodili jekleno 
iglo z brizgo, preko katere smo vzorčili pri sterilnih pogojih. Stekleničko z magnetnim 
mešalom smo imeli v inkubatorju (Kambič, Slovenija) pri 30 °C in 100 vrt./min.  
 
Slika 8: Prikaz semi-anaerobnega gojenja kvasovk S. cerevisiae 
 
Kvasovke smo anaerobno gojili na enak način kot pri semi-anaerobnem gojenju, le da smo 
po prenosu kolonije stekleničko prepihali s 100 % dušikom ter jo neprepustno zamašili z 
lepilnim trakom.  
 Ugotovitev maksimalne specifične hitrosti rasti celic 
Maksimalno specifično hitrost rasti smo ugotovili tako, kot je bilo predhodno opisano v 
članku od Hagman in sod. (2013). Iz izmerjenih vrednosti OD660 smo izrisali graf, na 
podlagi katerega smo ugotovili začetek in konec eksponentne faze rasti. Vrednosti od 
začetka do konca eksponetne faze rasti smo logaritmirali ter iz izračunov slednjih ponovno 
izrisali graf. Dobili smo linearno funkcijo in iz enačbe prilegajoče premice ugotovili 
maksimalno specifično hitrost rasti.  
 Ugotovitev koncentracij ksilitola 
- Priprava vzorcev 
Vzorčili smo anaerobna in semi-anaerobna gojišča, ki so vsebovala različne koncentracije 
ksilitola. V prvi fazi smo z dvostopenjskim centrifugiranjem odstranili celice in sicer 
najprej 5 min pri 3000 x g, nastali supernatant pa smo ponovno centrifugirali še 7 min pri 
9000 x g. Supernatant smo za poznejšo ugotovitev koncentracije ksilitola shranili v 
zamrzovalniku pri  -20 °C.  
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Vzorce smo pred izvedbo meritev odtalili in 500 µl raztopine prenesli v novo 1,5 ml 
mikrocentrifugirko. Le-te smo v liofilizirali v liofilizatorju (Kambič, Slovenija). Dobljen 
liofilizat pa smo raztopili v 500 µl 50 mM pufra Hepes s pH vrednostjo 7,5. 
- Merjenje koncentracij ksilitola 
Koncentracijo ksilitola v vzorcih smo ugotavljali z uporabo komercialnega kompleta D- 
sorbitol/Xylitol (Megazyme, Irska) po navodilih proizvajalca. Določanje koncentracije 
temelji na dveh encimskih reakcijah. V prvi se ksilitol oksidira s sorbitol dehidrogenazo 
(SDH), pri čemer nastane D-ksiluloza in NADH + H+. Ravnotežje reakcije je pomaknjeno 
v smer nastajanja ksilitola, zato je potrebna druga encimska reakcija pri kateri se porablja 
NADH, ki nastane v prvi reakciji. V drugi reakciji encim diaforaza pretvori molekulo INT 
v INT-formazan, pri čemer se porablja NADH iz prve reakcije in nastane NAD+. Količina 
nastalega INT-formazana v drugi reakciji je stehiometrično enaka količini ksilitola v 
vzorcu. INT-formazan smo spremljali s spektrofotometrom (Perkin Elmer, ZDA) pri 
valovni dolžini 492 nm. Potek encimskih reakcij je prikazan na spodnjih enačbah.  
Ksilitol + NAD+ 
        (SDH)        
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� D-ksiluloza + NADH + H+            ... (2) 
NADH + INT + H+ 
  (diaforaza)   
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�      NAD+ INT-formazan            ... (3) 
Koncentracijo ksilitola v vzorcih (c) smo izračunali s spodnjo enačbo (4), pri tem smo 
upoštevali faktor redčenja F. 
                        c = 0,2194 x ΔAksilitol x F                                                                         ... (4) 
 Ugotovitev koncentracij etanola 
- Priprava vzorcev 
Z dvostopenjskim centrifugiranjem, ki smo ga izvedli enako kot pri ugotovitvi koncentracij 
ksilitola, smo odstranili celice pri vzorcih. Meritve smo izvajali v ločenem prostoru od 
laboratorija, saj je slednji zaradi pogoste uporabe etanola za potrebe sterilizacije in čiščenja 
pogosto kontaminiran z etanolom.  
- Merjenje koncentracij etanola 
Koncentracijo etanola v vzorcih smo ugotavljali z uporabo komercialnega kompleta 
Ethanol (Megazyme, Irska). Metoda temelji na dveh encimskih reakcijah. V prvi se etanol 
z encimom alkohol dehidrogenaza (ADH) pretvori v acetaldehid. Pri tem se porablja 
NAD+ in sprošča NADH.  
Ravnotežje reakcije je pomaknjeno v smer nastajanja ksilitola zato je potrebna druga 
encimska reakcija, pri kateri se acetaldehid z encimom aldehid dehidrogenaza (ALDH) 
pretvori v acetat. Tudi v drugi reakciji se porablja NAD+ in sprošča NADH. S 
spektorfotometrom (Perkin Elmer, ZDA) pri valovni dolžini 340 nm smo merili količino 
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nastalega NADH-ja, ki je stehiometrično enaka dvakratni količini etanola. Potek encimskih 
reakcij je prikazana na spodnjih enačbah. 
Etanol + NAD+  
          (ADH)         
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� Acetaldehid + NADH + H+           ... (5) 
Acetaldehid + NAD+ +H20 
      (ALDH)     
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� Acetat + NADH + H+          ... (6) 
Koncentracijo etanola v vzorcih (c) smo izračunali s spodnjo enačbo (7), pri tem smo 
upoštevali faktor redčenja F. 
 
                                c = 0,0397 x ΔAetanol x F                                                                  ... (7) 
 Merjenje koncentracije fenil etanola 
Koncentracijo fenil etanola so merili na oddelku za polimerno kemijo na Kemijskem 
inštitutu. Meritve so opravljali s GC-MS plinskim kromatogramom Hawlett Packard 
Agilent 6890N (Agilent Technologies, ZDA), opremljenim s Hewlett Packard Agilent 
5973N masnim spektrometrom (Agilent Technologies, ZDA). Uporabljali so kolono DB-
35 MS (Agilent Technologies, ZDA) dolžine 30 m, premerom 0,25 mm in debelino filtra 
0,025 µm. Kot nosilni plin so uporabili helij s konstantno hitrostjo pretoka 0,9 ml/min. 
Razcepno razmerje je bilo 5:1, razcepna pretočna hitrost 4,4 ml/min in volumen vbrizga 5 
µl. Naraščanje temperature grelca je bilo nastavljeno od 50°C (2 min) do 300°C (5 min), 
pri hitrosti naraščanja 30°C/min. Umeritvene krivulje, uporabljene za ugotovitev 
koncentracij posameznih metabolitov, so pripravili s komercialnimi standardi. 
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4 REZULTATI 
 TRANSFORMIRANE KVASOVKE nPFK-A in mtPFK-A  
 Rast sevov na 1 % maltozi po prenosu iz aerobnega v semi-anaerobno tekoče 
gojišče 
 
Slika 9: Vpliv vnesenega gena na rast transformiranih kvasovk po prenosu iz aerobnega gojišča Sc-ura GE, ki 
vsebuje nefermentativne sladkorje, v anaerobno gojišče Sc-ura z 1 % maltozo 
Slika 9 prikazuje rast transformiranih celic z nativnimi in kratkimi encimi glive A. niger 
Pfk-A. Prvi dve uri rasti smo spremljali rast v krajših časovnih intervalih, saj smo pri 
celicah z vključenim genom mtPFKA pričakovali hitro rast takoj po prenosu v sveže 
gojišče.  
 
Prikazani rezultati na sliki 11 kažejo, da transformirane celice mtPFKA, ki kodirajo 
nastanek kratkega fragmenta, v semi-anaerobnem gojišču z 1 % maltoze niso rasle, 
medtem ko je bila rast prisotna pri transformiranih celicah nPFKA, ki kodirajo nastanek 
nativnih fragmentov. Poskus smo večkrat ponovili, rasti seva mtPFKA pa nismo zaznali pri 
nobeni ponovitvi. 
 
Glede na rezultat predvidevamo, da vstavljen gen mtPFKA ni aktiven ali pa se v celicah  
ne izraža. Prisotnost omenjenega gena smo potrdili v transformiranih celicah takoj po 
transformaciji, prav tako pa smo v poskusih uporabili le precepljene celične kulture, ki so 
izhajale iz celic s potrjenimi geni. V nadaljevanju smo zato preverili stabilnost vnesenega 
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 Testiranje stabilnosti genov mtPFKA v transformiranih celicah 
Osnova poskusa je bil nov vnos gena mtPFKA v sev kvasovke HD114-8D. Kolonijam, ki 
so zrasle na selekcijskem gojišču Sc-ura GE smo z metodo PCR preverili vnos gena v več 
samostojnih kolonijah. Del kolonije smo vzeli za izvedbo PCR, preostanek pa smo s 
cepilno zanko razmazali na novo ploščo ali v tekoče gojišče. Po enotedenski rasti kolonij 
smo iz vsake plošče vzeli po eno kolonijo, katerim smo ponovno preverili prisotnost 
izoliranega gena. Za negativno kontrolo smo vzeli sev HD114-8D, za pozitivno kontrolo 
pa plazmid p416GPD z vključenim genom mtPFKA.  
 
Rezultati PCR na osnovi kolonij so prikazani na slikah 10 in 11. 
 
Slika 10: Agarozni gel, ki prikazuje produkte PCR reakcij takoj po transformaciji celic. Stolpca 1 in 10: 
velikostni marker GeneRuler (Thermo scientific, ZDA): stolpci 2-7: testirane kolonije; stolpec 8: negativna 
kontrola; stolpec 9: pozitivna kontrola 
Na sliki 10 vidimo pozitiven rezultat pri pozitivni kontroli in štirih od šestih testiranih 
kolonijah (stolpec 1,5,6,7), kar predstavlja prisotnost gena pri 2/367 odstotkih kolonij. PCR 
produkt je velikosti približno 1200 bp, kar ustreza velikosti gena mtPFKA. Ostanek 
kolonije na stolpcu 6, ki ni bila uporabljena za PCR, smo nacepili na tekoče gojišče s 
selekcijskim pritiskom in v nadaljevanju naredili trajno kulturo.  
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Slika 11: Agarozni gel, ki prikazuje produkte PCR reakcij po precepljanju in enotedenski rasti celic. Stolpec 
1: velikostni marker GeneRuler (Thermo scientific, ZDA); stolpec 2: pozitivna kontrola; stolpec 3: negativna 
kontrola; stolpci 4-8: testirane kolonije 
Na sliki 11 vidimo pozitiven rezultat le pri pozitivni kontroli, kar pomeni, da 
transformirane celice po precepljanju in enotedenski rasti na trdnem gojišču Sc-ura GE 
vnesenega gena ali plazmida niso več imele. Iz tega lahko sklepamo, da je prisotnost gena 
le prehodno in se preko pasaž celic izgubi. To lahko povežemo z rezultati rasti mtPFKA v 
semi-anaerobnih pogojih (slika 9). S spremembo pogojev rasti celice brez izraženega gena 
mtPFKA ne morejo rasti. 
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 PRIPRAVA TRANSFORMIRANIH KVASOVK ssfPFKM, HB sfPFKA in MT 
sfPFKA 
Gen ssfPFKM kodira dodatno skrajšan fragment humanega encima Pfk1 s 420 
aminokislinskimi ostanki. Gen MT sfPFKA kodira kratek fragment Pfk1 iz glive 
Aspergillus niger z mutacijami na ključnih nukleotidih. Gen HB sfPFKA pa prav tako 
kodira gen za kratek fragment Pfk1 iz glive A. niger, vendar z zamenjanim odsekom 
kritične regije z genom za humani kratek fragment Pfk-M.  
 
Uspešen vnos genskih konstruktov v vektor p416GPD smo preverili z analizo 
nukleotidnega zaporedja. Uspešnost vnosa plazmida v kvasne celice pa smo preverili z 
metodo PCR, in sicer z uporabo posameznih kolonij.  
 Analiza nukleotidnega zaporedja 
Po pripravi konstruktov smo za vnesene gene testirali nukleotidno zaporedje. Rezultate 
analize zaporedja smo dobili v obliki dveh tekstovnih datotek, v katerih sta bila prikazana 
oba pomnožena dela plazmida p416GPD (smerni in protismerni oligonukleotidni 
začetniki). S pomočjo orodij bioinformatike smo oba pomnožka združili v eno zaporedje 
nukleotidov, ki smo ga prilegali z zaporedjem preiskovanega gena. V vseh primerih je bilo 
ujemanje 100 odstotno, kar pomeni, da smo  gene uspešno vstavili v vektorje p416GPD.  
 Preverjanje vnosa genov 
Celice sevov HD114-8D in HD114-8D/MAEA smo transformirali s tremi različnimi 
plazmidi ter tako pridobili 6 različnih transformiranih sevov kvasovk. Vsebnost ustreznega 
gena v transformiranih celicah smo preverili na izbranih kolonijah celic z metodo PCR. 
Rezultati prisotnosti genov MT sfPFKA in HB sfPFKA v transformiranih celicah so 
prikazani na sliki 12, rezultati prisotnosti genov sfPFKM pa na sliki 13. Vstavitev genov 
sfPFKM v celice smo izvedli v dveh ločenih poskusih. 
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Slika 12: Agarozni gel, ki prikazuje produkte PCR reakcij. Stolpec 1: velikostni marker GeneRuler (Thermo 
scientific, ZDA); stolpec 2: p416GPD s HB sfPFKA (pozitivna kontrola); stolpec 3: HD114-8D/MAE 
(negativna kontrola); stolpec 4: HD114-8D s HB sfPFKA; stolpec 5: HD114-8D/MAEA s HB sfPFKA; 
stolpec 6: HD114-8D z MT sfPFKA; stolpec 7: HD114-8D/MAEA z MT sfPFKA. 
 
Slika 13: Agarozni gel, ki prikazuje produkte PCR reakcij. Stolpec 1: velikostni marker GeneRuler (Thermo 
scientific, ZDA); stolpec 2: p416GPD s sfPFKM (pozitivna kontrola); stolpec 3: HD114-8D/MAEA 
(negativna kontrola); stolpca 4 in 5: HD114-8D s sfPFKM; stolpca 6 in 7: HD1148D/MAEA s sfPFKM. 
Na slikah 12 in 13 so vidni PCR produkti pri vseh sevih. Ker se po velikosti ujemajo s 
pozitivno kontrolo in je le-ta pričakovana (približno 1250 bp), smo s tem dokazali uspešen  
vnos ciljanih genov v posamezne seve. Ostanek istih kolonij smo po PCR reakciji nacepili 
v ustrezna tekoča gojišča s selekcijskim pritiskom in iz njih pripravili trajne kulture. 
Hčerinske celice teh kolonij smo uporabljali za rast v anaerobnih in semi-anaerobnih 
gojiščih. 
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 RAST TRANSFORMIRANIH CELIC 
Pri posameznem vzorčenju smo s pomočjo svetlobnega mikroskopa pregledovali prisotnost 
celic v gojišču. S tem smo zagotovili, da so v gojišču le celice, ki smo jih nacepili, torej da 
je izmerjena vrednost OD odvisna le od preučevanih celic. Vsakega izmed predstavljenih 
poskusov smo ponovili. Zaradi dolgih časov rasti in različne kondicije nacepljenih celic so 
imele le-te različno dolge lag faze rasti in niso dosegale enakih donosov, zato ponovitev 
nismo vključevali v isti graf. 
 Rast v tekočih gojiščih pod anaerobnimi in semi-anaerobnimi pogoji 
 
Slika 14: Vpliv različnih genov na rast transformiranih kvasovk. Rast smo spremljali pod anaerobnimi 
pogoji, v gojišču Sc ura- Leu- z 0,05 % ksilitola, 5 mM glutaminsko kislino in 10µM FeSO4. Poskus smo 
ponovili, rast pa je bila ponovno prisotna le pri transformiranih celicah sfPFKM/MAEA. 
Rast celic seva sfPFKM smo primerjali z rastjo celic z nativnim genom nPFKM in rastjo 
divjega tipa kvasovke z izbitimi geni za encime Pfk1 (sev HD114-8D). Pri vseh smo 
preverili tudi rast le-teh  v kombinaciji z vključenim genom za malični encim. Kot kaže 
slika 14 je pri vseh sevih motnost v gojišču kmalu po nacepitvi malenkostno narasla, nato 
pa se je zaustavila pri vseh sevih, razen pri sfPFKM/MAEA. Pri slednjih je motnost narastla 
do vrednosti OD660 okoli 0.6 in se nato ustavila. Ostali sevi, ne glede na vsebnost gena 
MAEA, v gojišču niso rasli. Za rast na selektivnem gojišču s ksilitolom je tako nujno 
potrebna kombinacija genov sfPFKM in MAEA, saj le prisotnost obeh omogoča rast celic.  
 
Gojišču smo kot vir dušika namesto amon sulfata dodali glutaminsko kislino v 5 mM 
koncentraciji. 10µM FeSO4 smo dodali gojišču ker so predhodno ugotovili, da pospešuje 
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Slika 15: Vpliv različnih ogljikovih hidratov na rast seva sfPFKM/MAEA. Rast smo spremljali v anaerobnih 
pogojih, v gojišču Sc ura- Leu- z/brez 0,05 % sladkorja, 5 mM glutaminsko kislino in 10µM FeSO4. Poskus 
smo ponovili in ponovno dobili najboljšo rast na gojišču z maltozo.  
Kot kaže slika 15 je sev sfPFKM /MAEA rasel tudi na gojišču z maltozo in ksilozo pod 
anaerobnimi pogoji. Na maltozi je bila lag faza rasti sicer daljša, vendar je bila hitrost v 
eksponentni fazi rasti primerljiva tisti na ksilitolu. Donos ob koncu fermentacije je bil na 
tem gojišču nekoliko višji (OD660 0,7). V gojišču s ksilozo je bila rast bistveno počasnejša, 
saj je bila specifična hitrost rasti kvasovk v eksponentni fazi nižja, prav tako pa je gostota 
celic po 25 dneh rasti dosegla le vrednost OD660 0,35. Na gojišču brez dodanih sladkorjev 
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Slika 16: Vpliv vira dušika na rast seva sfPFKM/MAEA. Rast smo spremljali v anaerobnih pogojih, v gojišču 
Sc ura- Leu- z 0,05 % ksilitola, 5 mM virom dušika in 10 µM FeSO4. Poskus smo ponovili, rasti v gojišču s 
glutaminom ali amon sulfatom nismo zaznali.  
Rezultati rasti na gojišču z 0,05 % ksilitolom pod anaerobnimi pogoji, prikazani na sliki 
16, prikazujejo rast transformiranih sfPFKM/MAEA v treh različnih gojiščih, ki se 
razlikujejo po viru dušika (amonijev sulfat, glutaminska kislina in glutamin). Iz slike je 
razvidno, da je le glutaminska kislina omogočala rast celic na ksilitolu. V gojišču z 
dodanim glutaminom so se celice sicer namnožile do vrednosti OD660 0,05, v nadaljevanju 
pa se je rast ustavila. V gojišču z amon sulfatom (5g/L) nismo zaznali niti začetne rasti, ki 
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Slika 17: Vpliv koncentracije glutaminske kisline na rast seva sfPFKM/MAEA. Rast smo spremljali v 
anaerobnih pogojih, v gojišču Sc ura- Leu- z 0,05 % ksilitola, 10 µM FeSO4  ter 5 ali 50 mM glutaminsko 
kislino (E). Poskus z višjo koncentracijo glutaminske kisline v gojišču smo ponovili in ponovno ugotovili 
boljšo rast na tem gojišču. 
Na sliki 17 so prikazani rezultati rasti v gojiščih z 0,05 % ksilitolom pod anaerobnimi 
pogoji, z različno koncentracijo glutaminske kisline. Ob začetni koncentraciji 5 mM 
glutaminske kisline v gojišču je kultura zrasla le do vrednosti OD660 0,6, v primeru, ko smo 
koncentracijo dvignili za 10 krat (50 mM E) pa je bila končna vrednost OD660 1,4. Pri 
sevu, ki nima niti lastnih niti heterolognih genov PFK1, ima pa gen za malični encim, rasti 
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Slika 18: Vpliv različnih genov PFK1 na rast kvasovk. Rast različnih sevov smo spremljali v anaerobnih 
pogojih, v gojišču Sc ura- Leu- z 0,05 % ksilitola, 5 mM glutaminsko kislino in 10 µM FeSO4. Poskus smo 
ponovili in s tem zagotovili, da je rast prisotna v celicah s kratkimi fragmenti in maličnim encimom.  
Kot kaže slika 18, so vstavljeni geni omogočali nastanek različnih aktivnih krajših 
fragmentov encima Pfk1 pri vseh transformiranih celicah, saj le-tem omogočajo rast na 
ksilitolu na anaerobnih pogojih v prisotnosti maličnega encima. Kvasne celice s hibridnimi 
encimi so v gojišču rasle podobno kot transformirane celice sfPFKM, medtem ko so celice 
z encimom glive Aspergillus niger s spremenjenimi posameznimi aminokislinami na 
gojišču rasle bistveno počasneje. To se je odražalo tudi na donosu ob koncu rasti celic. 
Kljub temu, da so fragmenti msfPFKM močno podobni človeškim sfPFKM, vidimo 
nekoliko slabšo rast celic z mišjimi encimi v primerjavi s tistimi, ki vsebujejo človeške 
encime.  
 
Za bolj natančno primerjavo rasti smo za zgoraj naštete primere rasti izračunali 
maksimalno specifično hitrost rasti celic in sicer na podlagi točk iz eksponentne faze rasti 
celic. Specifično hitrost rasti celic smo izračunali po spodnji formuli: 
µ = (lnOD2-lnOD1)/(t2-t1)               ... (8) 
Legenda zgornje enačbe: 
µ ... maksimalna specifična hitrost celic 
lnOD2 ... naravni logaritem vrednosti OD660 na začetku eksponentne rasti celic 
lnOD1 ... naravni logaritem vrednosti OD660 na koncu eksponentne rasti celic 
t1 ... čas na začetku eksponentne rasti celic 
t2 ... čas na koncu eksponentne rasti celic 
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Preglednica 24: Maksimalne specifične hitrosti rasti sevov v primerih, prikazanih na sliki 18 
Sev Specifična hitrost rasti [h-1] 
sfPFKM/MAEA 0,3170 
MsfPFKM/MAEA 0,2539 
HB sfPFKA/MAEA 0,3154 
MT sfPFKA/MAEA 0,1305 
Iz izračunanih vrednosti lahko vidimo, da je koeficient rasti med HB sfPFKA in sfPFKM 
MAE izjemno podoben, kar verjetno pomeni, da so po transformaciji nastali podobno 
aktivni krajši fragmenti Pfk1. Kljub temu da imata človeški in mišji fragment visoko 
stopnjo homologije (identičnih je namreč kar 98,2 % aminokislinskih ostankov), smo 
opazili slabšo rast kvasovk z vključenim mišjim fragmentom. Kot smo pričakovali so 
kvasovke s kratkim fragmentom, ki izvira iz glive A. niger in ima vključeno točkasto 
mutacijo (MT sfPFKA), slabše rasle.  
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Slika 19: Rast seva ssfPFKM z dodatno skrajšanim humanim fragmentom Pfk-M. Rast smo spremljali v 
anaerobnih pogojih, v gojišču Sc ura-Leu- z 0,05 % ksilitola, 5 mM glutaminsko kislino in 10 µM FeSO4. 
Poskus smo ponovili, rast je bila ponovno prisotna le pri sevu ssfPFKM/MAEA. 
Kot je razvidno iz slike 19, je dodatno skrajšan humani fragment ssfPFKM, ki je sestavljen 
iz 420 aminokislinskih ostankov, rasel na gojišču s ksilitolom pod anaerobnimi pogoji le v 
prisotnosti gena za malični encim (MAEA). Pri transformiranih celicah smo opazili 
podobno rastno krivuljo kot pri sevih sfPFKM/MAEA, ob koncu rasti pa je bil donos celo 
nekoliko višji (končna vrednost OD660 0,7). Kot smo pričakovali sev brez gena za malični 
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Slika 20: Vpliv kisika na rast seva sfPFKM/MAEA. Rast smo spremljali v gojišču Sc ura-Leu- z 0,05 % 
ksilitola, 5 mM glutaminsko kislino in 10 µM FeSO4  v anaerobnih in semi-anaerobnih pogojih. Poskus smo 
ponovili in ponovno ugotovili, da ima sev pri semi-anaerobnem gojenju veliko krajšo lag fazo rasti. 
Kot je razvidno iz slike 20, je za fermentativno rast transformiranih celic na gojišču s 
ksilitolom potrebna nizka koncentracija kisika, saj je v popolnoma anaerobnih pogojih 
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 Rast pri prenosu tekoče kulture v sveže semi-anaerobno gojišče 
 
Slika 21: Vpliv izhodnih celic kvasovk sfPFKM/MAEA na rast. Rast smo spremljali po prenosu kulture iz 
petrijeve plošče ali po precepitvi iz tekočega gojišča v gojišče Sc ura-Leu- z 0,05 % ksilitola, 5 mM 
glutaminsko kislino in 10 µM FeSO4 v semi-anaerobnih pogojih. Poskus smo ponovili in ponovno ugotovili, 
da pri prenosu kulture iz eksponetne faze rasti ni bilo lag faze.  
V primeru prikazanem na sliki 21, smo prenesli 1 ml suspenzije celic v eksponentni fazi 
rasti iz tekočega gojišča v sveže gojišče enake sestave. Na ta način smo prenesli tudi  že 
adaptirane celice, ki so takoj po prenosu nadaljevale z eksponentno fazo rasti. To se izraža 
na veliko bolj strmi krivulji rasti, hkrati pa so celice veliko hitreje dosegle stacionarno fazo 
rasti. Omeniti velja, da smo poskus zastavili brez popolnoma zatesnjene membrane za 
izmenjavo plinov na pokrovu erlenmajerice, torej pod semi-anaeronimi pogoji. Razlika 
med obema krivuljama tako izhaja tudi iz razlik v pogojih rasti, kar je, glede na 
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 PORABA KSILITOLA  
 
Slika 22: Rast seva sfPFKM/MAEA in koncentracija ksilitola po prenosu iz tekočega gojišča v gojišče Sc-
ura-Leu z 0,05 % ksilitola, 5 mM glutaminsko kislino in 10 µM FeSO4 v semi-anaerobnih pogojih. Poskus 
smo ponovili in ponovno izmerili padanje koncentracije ksilitola v gojišču.  
Kot je razvidno iz slike 22, se med rastjo celic ksilitol v gojišču minimalno porablja, saj se 
njegova količina zmanjšala le za okoli 5 mg, kar predstavlja 10 % razpoložljivega 
sladkorja v gojišču. Porabo ksilitola in rast celic smo spremljali pri prenosu tekoče 
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 PRODUKCIJA 2-FENILETANOLA  
 
Slika 23: Rast seva sfPFKM/MAEA in koncentracija 2-feniletanola po prenosu iz tekočega gojišča v gojišče 
Sc-ura-Leu z 0,05 % ksilitola, 5 mM glutaminsko kislino in 10 µM FeSO4, v semi-anaerobnih pogojih. 
Meritve smo ponovili pri več gojiščih seva sfPFKM/MAEA in v gojišču izmerili le 2-feniletanol. 
Kot kaže slika 23, se je med rastjo celic v eksponentni fazi rasti v gojišču tvoril 2-
feniletanol. Tekom fermentacije se je izločilo približno 3 mg te substance, ki smo jo 
najprej zaznali organoleptično in jo kasneje s pomočjo plinske kromatografije tudi potrdili 
in so prikazani na sliki 23. Z meritvami koncentracij etanola v gojišču slednjega nismo 
zaznali, s plinsko kromatografijo pa prav tako nismo zaznali ostalih hlapnih fermentativnih 
produktov v gojišču. Krivulja koncentracije 2-feniletanola je podobna rastni krivulji celic 
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5 RAZPRAVA 
V sklopu magistrske naloge smo najprej spremljali rasti transformant kvasovk z vgrajenimi 
geni mtPFKA, z uporabo močnega promotorja GPD. Za ta promotor smo se odločili, ker so 
dosedanje študije pokazale, da lahko tovrstni encimi hitro razpadejo in izgubijo aktivnost. 
Bras in Garel (1982) sta pri preučevanju encimov PFK v E. coli, ki imajo tetramerno 
strukturo (α4β4), odkrila, da se pri odcepu deleža  pri C-terminalnemu koncu encima 
formirajo krajši fragmenti, ki še vedno ohranijo encimsko aktivnost. Pri sočasnem odcepu 
na več podenotah, pride do formacije dimerov, ki so nestabilni in podvrženi razgradnji in 
izgubi aktivnosti.  
 
Izhodiščni sev v magistrski nalogi mtPFKA je bil pripravljen na Kemijskem inštitutu. 
Capuder in sodelavci (2009) so dokazali, da je aktivnost kratkih fragmentov Pfk1 v A. 
niger prisotna le z fosforilacijo treoninskega aminokislinskega ostanka. Pri zamenjavi 
kodona za zapis treonina s kodonom za zapis glutaminske kisline (negativno nabita AK), 
fosforilacija za aktivacijo fragmenta ni več potrebna. Tako so aktivni kratki fragmenti Pfk-
A v celici prisotni že ob  delovanju ustreznih genov (Capuder in sod., 2009).  
 
V specifično definiranih gojiščih in pri ustreznih pogojih smo pričakovali hitrejšo rast in 
produkcijo etanola pri kvasovkah z kratkimi fragmenti Pfk-A, od kvasovk z nativnimi 
encimi. Glede na rezultate rasti na sliki 11 lahko sklepamo, da so transformirani geni, ki 
nosijo zapis za kratke fragmente, v celicah najverjetneje nestabilni, zato celice s takimi 
encimi v gojiščih niso rasle. Nadaljnjo smo s preceplanji transformiranih celic pokazali, da 
transformacija genov pri sevu mtPFKA ni trajna. To pomeni, da transformirane celice čez 
določeno časovno obdobje izgubijo mtPFKA gene ali pa slednji niso več aktivni. Celice 
verjetno izgubijo vgrajen gen  in zato propadejo. 
 
Na Kemijskem inštitutu so pri pregledu kratkih fragmentov Pfk-A z algoritmom 
Predicators of Natural Disorder Regions (PONDR) potrdili nestabilnost proteina, zaradi 
nestabilnih intrinzičnih regij (Dunker in sod., 2001). Odločili so se za stabilizacijo dela 
notranje regije z dvema pristopoma. S točkastimi mutacijami so zamenjali kritične 
aminokisline in tako pridobili gen MT sfPFKA, z zamenjavo neurejene regije z regijo iz 
humanega gena sfPFKM pa so skonstruirali hibridni gen. Oba gena smo s pomočjo 
restrikcijskih encimov vnesli v ustrezne plazmide in z njimi transformirali kvasovke. 
Poskusi rasti so pokazali, da oba gena omogočata nastanek aktivnih krajših fragmentov 
encima Pfk1, ki kvasovki omogoča rast na ksilitolu in ksilozi. Po pričakovanjih je višjo 
specifično hitrost rasti dosegel hibridni gen, ki je najverjetneje bolj stabilen.  
 
Šmerc in sodelavci (2011) so prilegali aminokislinsko sekvenco kratkega encima Pfk-A s 
tremi izoencimi Pfk1, ki jih najdemo v genomu humanih celic. Ugotovili so, da ima le 
fragment Pfk-M negativni aminokislinski ostanek (asparaginska kislina), ki je na mestu 
negativno nabitega ostanka pri kratkih fragmentih Pfk-A. Tako tudi za aktivacijo 
fragmentov Pfk-M, podobno kot pri Pfk-A, ni potrebna fosforilacija, kar je ključno za 
encimsko aktivnost. V nadaljevanju so iz mišičnega tkiva zajca izolirali encime Pfk1 in jih 
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tretirali z različnimi proteazami ter tako pridobili aktivne kratke fragmente Pfk1. V 
nadaljevanju so  dokazali, da gre za kratke fragmente Pfk-M, velikosti 47 kDa.  
 
Šmerc in sod. (2011) so spremljali aktivnost kratkih in izvornih encimov Pfk1 v prisotnosti 
različnih aktivatorjev in inhibitorjev. Ugotovili so, da molekule ATP močno inhibirajo 
delovanje nativnih Pfk-M encimov, medtem ko kratki fragmenti Pfk-M niso podvrženi 
spremembam, kar pa velja tudi pri visoki koncentraciji molekul ATP v mediju. Prav tako 
se aktivnost kratkih fragmentov ohrani ob dodatku inhibitorjev nativnih encimov v medij 
(citrat in laktat). Nativni encimi so sicer vzpodbujeni ob dodatku aktivatorja (fruktoza 2,6-
bifosfat), vendar se njihova aktivnost ne spremeni tako drastično, kot je to v primeru 
krajših encimov. Ravno zaradi teh lastnosti kratkih fragmentov so jih sodelavci na 
Kemijskem inštitutu transformirali v kvasovke.   
 
Poskusi v sklopu magistrskega dela so pokazali, da transformirane celice s konstrukti za 
različne kratke fragmente Pfk-M, ne rastejo v anaerobnih gojiščih, ne glede na vrsto 
prisotnega sladkorja. Kvasne celice z visoko aktivnimi kratkimi fragmenti Pfk-M so 
najverjetneje imele pospešeno presnovo preko glikolize, ob tem pa se je upočasnil 
metabolni pretok preko pentoza fosfatne poti. Tako je nastalo več NADH in manj NADPH, 
pri tem je prišlo do porušenega ravnotežje med NADH in NADPH v celicah (Andrejc in 
sod., 2017). Kvasovke nimajo encima transhidrogenaze, ki pretvarja NADH v NADPH 
(Bruinenberg in sod., 1983). Tako nimajo na voljo popravljalnega mehanizma, ki bi 
ponovno vzpostavil pravilno ravnotežje v celici.  
  
Za uspešno rast transformant kvasovk z geni sfPFKM, le te nujno potrebujejo genski 
konstrukt za zapis NADPH specifičnega maličnega encima, ki pripomore k boljšemu 
razmerju NADH/NADPH v mitohondrijih. S temi poskusi smo potrdili že znana dognanja, 
da pivske kvasovke ne vsebujejo maličnih encimov. Že v 70 letih prejšnjega stoletja sta 
Polakis in Bartley (1965) preučevala aktivnost različnih encimov kvasovk S. cerevisiae 
glede na fazo rasti celic. V celicah nista zaznala aktivnosti NADP+ odvisne malat-
dekarboksilaze, ne glede na substrat ali fazo celične rasti. S tem sta dokazala, da kvasovke 
S. cerevisiae ne vsebujejo mitohondrijske malat dehidrogenaze.  
 
Pri humanih rakavih celicah citosolni malični encim z oksidacijo malata do piruvata 
omogoča stalno produkcijo NADPH, kar bistveno izboljša razmerje med NADH in 
NADPH ter tako redukcijsko moč celic (Vander Heiden in sod., 2009). Na podlagi  
raziskav lahko sklepamo, da malični encim pripomore k vzdrževanju ustreznega 
NADH/NADPH ravnotežja v rakastih celicah, kar bi se lahko izrazilo tudi v 
transformiranih kvasovkah. Naši poskusi to potrjujejo, saj v specifičnih gojiščih rastejo le 
kvasovke v katere smo transformirali gen za malični encim.  
 
Nadaljnji poskusi so pokazali, da vir sladkorja ni edini limitirajoči faktor rasti, vendar ima 
to vlogo tudi glutaminska kislina. Te rezultate lahko povežemo z dognanji Yuneva in 
sodelavci (2007), ki so odkrili, da je rast rakastih celic odvisna predvsem od koncentracije 
glutamata v gojišču. Pomanjkanje tega hranila sproži padec aktivnosti encimov v celotnem 
Dragan M. Anaerobna ... bioetanola s transformantami kvasovke Saccharomyces cerevisiae ... genom PFK1. 56 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
TCA ciklu, kar privede do padca koncentracij intermediatov. Posledično se pretvorba 
malata do piruvata zmanjša, podre se NADH/NADPH ravnotežje in rast celic se zaustavi. 
Pri uporabi ksilitola bi celice potrebovale znatno več NADPH, kot pri rasti na maltozi. 
Posledično bi bile take celice še bolj občutljive na pomanjkanje NADPH ter s tem na 
spremembo koncentracije glutaminske kisline v gojišču. Dvig koncentracije glutaminske 
kisline bi v takem primeru pomenil znatno povečanje donosa celične biomase. Ravno to 
smo opazili v eksperimentih, to je močno odvisnost med donosom in koncentracijo 
glutaminske kisline v gojišču.  
 
Tudi ob prisotnosti glutaminske kisline v gojišču, le-ta ni omogočala uspešno rast celic 
brez dodatnega vira sladkorja v gojišču. Glutaminska kislina se namreč v metabolizem 
vključuje preko TCA cikla, manjka pa substrat, ki bi napajal cikel glikolize. Pri presnovi 
ksilitola preko PPP se v glikolizo vključujeta fruktoza-6-fosfat in E4P. Ob dovolj visoki 
koncentraciji NADPH v celici se lahko porablja dovolj velika količina ksilitola, da le ta 
zadosti potrebam za rast celic.  
 
Transformante z izvornimi encimi Pkf1 in vključenim genom za malični encim v 
specifičnem gojišču s ksilitolom ali maltozo ter glutaminsko kislino ne rastejo.  Možen 
razlog je prenizka aktivnost nativnih encimov, posledično celice ne morejo izrabljati 
sladkorja. Zaključkov v tej fazi ne moremo dati, saj bi bilo za dokazovanje celičnih 
procesov potrebnih veliko testov za spremljanje koncentracij intermediatov, na podlagi 
katerih bi predvideli delovanje posameznih encimov.  
 
Za razumevanje osnovnih procesov v celicah smo med rastjo kvasovk analizirali gojišče. S 
plinsko kromatografijo (GS) smo preverjali prisotnost hlapnih zunajceličnih metabolitov, z 
encimskim testom pa smo merili koncentracijo ksilitola v gojišču. Odkrili smo, da z 
upadanjem koncentracije ksilitola v stacionarni fazi rasti v gojišču nastaja 2-feniletanol kot 
edini fermentativni produkt celic. 2-feniletanol je aromatski alkohol, ki ima vrtnici 
podoben vonj in je najpogosteje uporabljena dišava pri izdelavi kozmetike in parfumov, 
prav tako pa je pomembna surovina v prehranski industriji (Fabre in sod., 1998). Na trgu 
postaja biotehnološka proizvodnja tovrstnih dišav čedalje bolj zaželena in ima veliko tržno 
prednost pred konvencionalno proizvodnjo (Krings in Berger, 1998).  
 
Kvasovka S. cerevisiae pri alkohoni fermentaciji izloča veliko aromatskih spojin, med 
njimi tudi 2-feniletanol, vendar je njegova koncentracija v gojišču zelo nizka. Kvasovke 
imajo različne poti sinteze 2-feniletanola, najpogosteje pa nastaja iz aminokisline l-
fenilalanin po Ehrlichovi ali Cinnematovi poti. Poleg tega se lahko 2-feniletanol sintetizira 
iz izhodnih spojin E4P in fosfoenolpiruvata (PEP) po Šikimatni poti (Etschmann in sod., 
2002). Glede na sestavo gojišča in z razumevanjem celičnega metabolizma smo sklepali,  
da se je 2-feniletanol najverjetneje sintetiziral iz teh treh izhodnih spojin. E4P se tvori 
preko PPP, medtem ko je PEP prekurzor za sintezo piruvata pri glikolizi. 
 
Do povišanja koncentracije PEP-a v celicah pride pri nizki aktivnosti encima PK. 
Kvasovke imajo prisotna 2 paraloga tega encima in sicer Pyk1 in Pyk2. To pomeni, da se 
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je gen za encim PK tekom evolucije podvojil. Izoencima imata enako funkcijo, vendar sta 
drugače regulirana in se izražata pri drugačnih pogojih. Študije so pokazale, da je encim 
Pyk1 močno aktiven v prisotnosti FBP, torej pri visoki aktivnosti glikolize, vendar se 
izraža le ob prisotnsti glukoze v gojišču (Boles in sod., 1997). Ob odsotnosti glukoze v 
celicah prevlada encim Pyk2, ki pa ima zelo nizko encimsko aktivnost, kar privede do 
zmanjšanja pretvorbe PEP do piruvata (Gruning in sod., 2011). Tak metabolizem je 
prosoten pri sevu sfPFKM med rastjo na maltozi (Andrejc in sod., 2017). 
 
Ob povišanju koncentracije PEP-a se zniža aktivnost encima triozafosfat izomeraze (TPI), 
kar pa pomembno vpliva na znižanje aktivnosti encimov v glikolizi in hkrati povišanje 
aktivnosti v PPP (Gruning in sod., 2014). Ti mehanizmi bi lahko nadaljnjo vzpodbudili k 
višji aktivnosti encimov v PPP, kar bi pomenilo uspešno porabljanje ksilitola v gojišču. Ob 
vsem tem bi se v celicah dvignila koncentracija E4P, kar bi celice, skupaj s PEP 
najverjetneje izkoristile za sintezo fenolpiruvata, ki bi se nadaljnjo reduciral do 2-
feniletanola. 
 
Do podobnih dognanj so prišli tudi Andrejc in sod. (2017), saj so ob spremljanju rasti 
sevov sfPFKM v gojišču zaznali fenilacetaldehid (PAA). Le ta lahko nastane le iz 
fenolpiruvata, ki se običajno z encimom ADH pretvori v 2-feniletanol. Ravno zaradi EtOH 
v gojišču encim ADH ni bil aktiven, kar je privedlo do sinteze PAA in ne 2-feniletanola. 
To lahko potrdimo tudi z našimi primeri rasti, saj smo brez EtOH v gojišču, kot končni 
sekundarni metabolit zaznali 2-feniletanol in ne PAA. 
 
Do sedaj so pri razvoju kvasovk za rast na pentoznih sladkorjih izboljšali ali gene začetne 
razgradnje pentoz ali encime v PPP poti, mi pa smo dokazali, da samo s spremembo 
kinetičnih lastnosti regulatornega encima Pfk1 omogočimo rast kvasovk S. cerevisiae na 
pentoznih sladkorjih.  
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6 SKLEPI 
- Sevi mtPFKA v anaerobnih gojiščih ne rastejo, ker transformacija gena, ki nosi 
zapis za kratke fragmente Pfk, ni trajna, poleg tega pa kratki fragmenti niso stabilni 
 
- Transformirane celice s konstrukti za različne kratke fragmente Pfk ne rastejo pod 
anaerobnimi pogoji v gojiščih z različnimi sladkorji. Vzrok temu je porušeno 
ravnotežje NADH/NADPH v kvasnih celicah. 
 
- S transformacijo smo v kvasovke uspešno vnesli gena MT sfPFKA in HB sfPFKA 
pod kontrolo promotorja GPD, oba gena sta omogočila sintezo aktivnih encimov in 
s tem rast kvasovk na pentoznih sladkorjih.  
 
- Za uspešno rast v anaerobnih pogojih transformirane celice z geni za kratke encime 
Pfk nujno potrebujejo genski konstrukt MAEA. Malični encim celicam omogoča 
dodatni vir produkcije NADPH, tako se v celicah lahko vzpostavi ravnotežje 
NADH/NADPH, kar omogoča rast kvasovk. 
 
- Z dodatkom glutaminske kisline, lahko uravnavamo rast seva sfPFKM/MAEA, kar 
potrjuje vlogo maličnega encima v celicah. 
 
- Kvasne celice z nativnimi encimi Pfk in malatnim encimom v anaerobnih pogojih 
ne rastejo, najverjetneje zato, ker je afiniteta nativnih encimov na substrat prenizka. 
 
- Geni za krajše fragmente Pfk in za malični encim kvasnim celicam omogočajo 
uporabo pentoznih sladkorjev ter produkcijo 2-feniletanola. 
 
- Sama sprememba kinetičnih lastnosti ključnega regulatornega encima 6-
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7 POVZETEK 
Z vnosom heterolognih genov PFK v sev kvasovke S. cerevisiae z izbitimi lastnimi geni 
PFK smo omogočili nastanek različnih aktivnih krajših fragmentov Pfk v celicah, ki imajo 
bistveno višjo aktivnost od nativnih encimov. Za uspešno rast v anaerobnih pogojih celice 
s krajšimi fragmenti Pfk potrebujejo še vnos gena za malični encim MAEA. Malični encimi 
z oksidacijo malata do piruvata omogoča dodatno produkcijo NADPH v celicah, kar 
bistveno izboljša NADH/NADPH razmerje in omogoča celično rast. Z meritvami 
koncentracije ksilitola v gojišču ter z GS kromatografijo smo odkrili, da celice v gojišču 
porabljajo ksilitol, ob tem pa se v gojišče izloča 2-feniletanol.  
 
V kvasovki S. cerevisiae so prisotni vsi geni za razgradnjo pentoz, saj so prvobitne 
kvasovke zelo verjetno lahko rasle na teh sladkorjih. Pri tem so imele manj regulirane gene 
PFK, z evolucijo in združevanjem genov pa so nastali bolj regululirani geni (inhibicija s 
citratom in ATP), kar posledično prepreči izrabo pentoz v gojišču. S poskusi smo dokazali, 
da lahko le s spremembo metabolnega pretoka preko glikolize omogočimo fermentativno 
rast na pentoznih sladkorjih. Ob vnosu genov za kratke fragmente Pfk izvedemo neko vrsto 
reverzno evolucijo, torej imajo kvasovke zopet manj regulirane gene za encime Pfk.  
 
Razgradnja pentoznih sladkorjev ne bi pomenila le možnost pridobivanja bioetanola iz 
lignoceluloznih materialov, temveč tudi drugih fermentativnih produktov, ki so prav tako 
pomembni v industriji. Eden takih je prav gotovo 2-feniletanol, višji aromatski alkohol, ki 
je zaradi karakterističnega vonja po vrtnicah izjemno zaželen predvsem v kozmetični 
industriji in industriji parfumov. Predstavlja tudi surovino za pridobivanje njegovih estrov, 
ki se lahko uporabljajo kot spojine za spreminjanje okusov ali vonjev. Kljub temu, da je 2-
feniletanol naravni produkt se ga največ sintetizira po kemijski poti, na trgu pa postaja 
biotehnološka proizvodnja slednjega čedalje bolj zaželena in ima veliko tržno prednost.  
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